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Abstract

Solenostemma argel is a tropical plant growing in the Algerian desert used traditionally for
the treatment of several illnesses. The aim of this study is to prove the safety and the
antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, antinociceptive, wound healing, anti-ulcer and
antidiabetic effects of S.argel acetonic (ACSA), methanolic (MESA) and aqueous (AQSA)
extracts and those of its essential oil (EOSA).

ACSA, MESA and AQSA profiles were established by UHPLC/DAD/ESI-MS2 and EOSA
profil was carried out by GC-MS and NMR. LCMS analysis allowed the identification of 16
components for ACSA and 28 components for each of MESA and AQSA. Using GC-MS,
twenty components were characterized in EOSA including linalool (57.10%), terpineol
(12.95%), trans-geraniol (12.65%) and nerol (4.67%). The main compound linalool was
isolated by NMR. The toxicity of products was evaluated by an acute toxicity test and a skin
toxicity test. Antioxidant activity of ACSA, MESA and AQSA was performed by DPPH
radical scavenging assay. Extracts expressed a maximum radical scavenging activity with a
IC50 value between 17,33 to 36,05 pg/ml. Antimicrobial activity was tested by agar diffusion
and microdilutions methods for MIC and MBC. EOSA and linalool exhibited significant
antibacterial activity against all the tested bacteria. Anti-inflammatory effects of EOSA,
ACSA, MESA and AQSA were determined in three animal models: carrageenan-induced paw
oedema in rats, xylene-induced ear oedema and cotton pellet-induced granuloma formation in
rats. Extracts and EOSA at 250 and 400 mg/kg significantly reduced carrageenan induced
paw oedema with rates ranging from 63,31% to 89,83% 6h after carrageenan injection.
Extract and EOSA also produced significant dose-dependent anti-inflammatory effect against
xylene-induced ear oedema and cotton pellets-induced granuloma formation in rats. Further,
anti-nociceptives activities of extracts and EOSA were assessed by hot plate test, acetic acid-
induced abdominal writhing test and formalin test. Extracts and EOSA at 250 and 400 mg/kg
significantly reduced acetic acid-induced writhing with rates ranging from 56,83% to 92,41%.
Oral administration of 250 and 400 mg/kg of extracts and EOSA caused a significant dose
dependent anti-nociceptive effect in both neurogenic and inflammatory phases of formalin-
induced licking. Extracts and EOSA also impacted the pain latency in the hot plat test. The
percentage of wound contraction was monitored in an excision model in rats. In the excision
rat model, from day 2 to day 10, the wound contraction was significantly higher (p<0.05) for
extracts and EOSO treated wound than for the non-treated wound. For the ulcer study, two
assays were performed in rats: the aspirin-induced gastric ulcer and the pyloric ligation-
induced gastric ulcer. In both ulcer test, the ulcer index is significantly (p<0.05) reduced in
extracts and EOSO-treated rats compared to the non-treated rats. The antidiabetic activity of
the extracts was carried out according to the model of diabetes induced by alloxane in rats.
Extracts caused very significant hypoglycaemic and hypolipidemic effects compared to the
control. Moreover, AQSA expressed a very interesting neuroprotective effect.

The present study demonstrated the antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory,
antinociceptive, wound healing, anti-ulcer and antidiabetic effects of S.argel acetonic,
methanolic and aqueous extracts and those of its essential oil.
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Résumé

Solenostemma argel est une plante tropicale poussant dans le désert algérien ; elle est utilisée
traditionnellement pour le traitement de plusieurs maladies. Le but de cette étude est de
démontrer l'innocuité et les effets antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires, anti-
nociceptifs, cicatrisants, antiulcéreux et antidiabétiques des extraits acétoniques (SAAC),
méthanoliques (SAME) et aqueux (SAAQ) de S.argel et celles de son huile essentielle (SAHE).
La composition des extraits SAAC, SAME et SAAQ ont été établie par UHPLC/DAD/ESI-
MS?2 et celle de SAHE a été réalisée par GC-MS et RMN. L'analyse LCMS a permis d'identifier
16 composants pour SAAC et 28 composants pour SAME et SAAQ, respectivement. Vingt
composants ont été caractérises pour SAHE, dont le linalol (57,10 %), le terpinéol (12,95 %),
le trans-géraniol (12,65 %) et le nérol (4,67 %). Le composé principal linalol a été isolé par
RMN. La toxicité des produits a été évaluée par un test de toxicité aigué et un test de toxicité
cutanée. L'activité antioxydante de SAAC, SAME et SAAQ a été réalisée par un test de
piégeage du radical DPPH. Les extraits ont exprimé une activité anti-radicalaire maximale avec
des valeurs d’ICsp comprises entre 17,33 et 36,05 pg/ml. L'activité antimicrobienne a €té testée
par les méthodes de diffusion sur gélose et de microdilutions pour les CMI et CMB. SAHE et
le linalol ont montré une activité antibactérienne significative contre toutes les bacteéries testees.
Les effets anti-inflammatoires de SAHE, SAAC, SAME et SAAQ ont été déterminés par trois
modeéles expérimentaux: cedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat, cedéme de
I'oreille induit par le xylene et granulome induit par les pellets de coton chez le rat. Les extraits
et SAHE aux doses de 250 et 400 mg/kg ont significativement réduit l'cedéme de la patte induit
par la carragénine avec des taux allant de 63,31 % a 89,83 % 6h aprés l'injection de carragénine.
Les extraits et SAHE ont également produit un effet anti-inflammatoire dose-dépendant
significatif contre I'cedéme de l'oreille induit par le xyléne et la formation de granulome induite
par les pellets de coton chez les rats. De plus, ’activité anti-nociceptive des extraits et de SAHE
ont été évaluées par le test sur plague chauffante, le test de contorsion et le test au formaldéhyde.
Les extraits et SAHE a 250 et 400 mg/kg ont significativement réduit les contorsions induites
par l'acide acétique avec des taux allant de 56,83 % a 92,41 %. L'administration orale des
extraits et de SAHE aux doses de 250 et 400 mg/kg a provoqué un effet anti-nociceptif dose-
dépendant significatif dans les phases neurogénes et inflammatoires induites par le formol. Les
extraits et SAHE ont également eu un impact sur la latence de la douleur dans le test de la
plaque chauffante. L’activité cicatrisante a été évaluée dans un modele d'excision chez le rat.
La réduction des plaies entre le 2™ et le 10°™ jour était significativement plus élevée (p<0,05)
pour les plaies traitées respectivement par les extraits et SAHE que pour les plaies non traitées.
L’étude de I’effet antiulcéreux s’est faite selon deux modéles chez le rat : l'ulcére gastrique
induit par l'aspirine et l'ulcere gastrique induit par la ligature du pylore. Dans les deux tests,
I'indice d'ulcere est significativement (p <0,05) réduit chez les rats traités par les extraits et
SAHE comparativement aux rats non traités. L'activité antidiabétique des extraits a été réalisée
selon le modéle du diabéte induit par lI'alloxane chez le rat. Les extraits ont provoqué des effets
hypoglycémiques et hypolipémiants tres significatifs par rapport au témoin. De plus, SAAQ a
exprimé un effet neuroprotecteur tres intéressant. La présente étude a demontré les effets
antioxydants, antimicrobiens, anti-inflammatoires, anti-nociceptifs, cicatrisants, antiulcéreux et
antidiabétiques des extraits acétoniques, méthanoliques et aqueux de S.argel ainsi que ceux de
son huile essentielle.

Mots clés : Solenostemma argel, LCMS, GCMS, RMN, activité pharmacologique
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Introduction

La phytothérapie est I'une des branches de médecine non conventionnelle la plus utilisée en
médecine humaine et vétérinaire. Elle repose sur I’utilisation de plusieurs parties de la plante
telles que les fleurs, les feuilles, les racines, les graines et les substances qui en sont extraites
pour traiter différentes maladies (Russo et al., 2009).

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) définit la médecine traditionnelle a base de
plantes comme étant la somme totale des connaissances, des compétences et des pratiques
basées sur les théories, les croyances et les expériences indigénes de différentes cultures,
qu'elles soient explicables ou non, utilisées dans le maintien de la santé ainsi que dans la
prévention, le diagnostic, I'amélioration ou le traitement des maladies physiques et mentales
(WHO, 2014).

La phytothérapie est une pratique de plus en plus utilisee en médecine vétérinaire comme
traitement alternatif ou en association avec des traitements conventionnels. Les remedes
phytothérapiques utilisés en médecine vétérinaire comprennent des préparations a base de
plantes utilisées a des fins thérapeutiques, préventives ou diagnostiques dans le domaine de la
santé animale (Vandhana et al., 2022). Toutefois, une meilleure connaissance scientifique
des propriétés phytochimique, toxique et thérapeutique de ces plantes se révele indispensable
afin de maitriser leur utilisation en toute sécurité. En effet, peu de données sur I’innocuité et
I’efficacité¢ des huiles essentielle, des extraits, des principes actifs et des préparations des

plantes sont disponibles (Fibigr et al., 2018 ; Djebrane et al., 2021) .

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité floristique méditerranéenne, saharienne et
paléo-tropicale estimée a plus de 3 000 especes appartenant a plusieurs familles botanigques
(Djebrane et al., 2021). La majorité de ces especes sont spontanées, avec un nombre
important d'espéces endémiques, avoisinant les 15% (Ozenda, 1997), apportant une richesse

inestimable a la pharmacopée traditionnelle.

Solenostemma argel (Delile) Haynes (Asclepiadaceae) est une espece tropicale répartie dans
le Sahara central, le Sinai et le désert du sud-est. En Algérie, l'espéce sévit dans le Sahara
central, le Tassili n'Ajjer et les monts du Hoggar. La plante est utilisée par la population

locale en médecine traditionnelle pour ses propriétés purgative, fébrifuge, antalgique,



cicatrisante, antidiabétique, antirhumatismale, anti-infectieuse et gastro-intestinale
(Benhouhou, 2005).

C’est dans un cadre de contribution a la valorisation de notre patrimoine naturel et notamment
la mise en évidence des propriétés thérapeutiques d’une plante du Sahara algérien que
s’inscrit la présente étude. Elle a eu pour principal objectif I’étude de la composition
phytochimique, I’innocuité et les propriétés pharmacologiques de trois extraits (acétonique,
méthanolique, aqueux) et de I’huile essentielle de Solenostemma argel ainsi que leurs

applications possibles en médecine vétérinaire.

La présente étude est organisée en deux parties.

1 Une premiére partie bibliographique qui se décline par 03 chapitres; le premier reprenant
une synthése des données se rapportant a la plante étudiée (origine, classification, utilisations
ethnobotaniques, propriétés pharmacologiques, répartition géographique...), le second
chapitre décrivant les approches théoriques des processus d’extraction et de screening

phytochimique et le troisiéme chapitre abordant certaines activités pharmacologiques.

[1 Une seconde partie expérimentale qui s’articule sur cinq axes :

% Un premier axe portant sur une enquéte ethnobotanique mettant en évidence
I’utilisation de Solenostemma argel en médecine traditionnelle, en élevage et en usage

domestique par les Touaregs.

% Un deuxieme axe décrivant la préparation des extraits acétonique, méthanolique et
aqueux de S.argel ainsi que de son huile essentielle et ’analyse de leurs compositions
phytochimiques par les techniques LCMS, GCMS et RMN dans le but de connaitre
leurs principaux constituants et ainsi mieux comprendre leurs propriétés

pharmacologiques.

*

% Un troisiéme axe évaluant la toxicité aiglie des extraits et de I’huile essentielle étudiés

ainsi que leurs cytotoxicités dans le but de déterminer leur innocuité.

% Un quatrieme axe étudiant les activités antioxydante, antibactérienne, anti-
inflammatoire,  antalgique, cicatrisante,  antiulcéreuse,  antidiabétique et

neuroprotective des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que de I’huile

2



essentielle de S.argel dans le but d’apporter une preuve scientifique de I’utilisation de
cette plante en médecine traditionnelle et ainsi enrichir la connaissance de son

potentiel bioactif.

% Un cinquiéme axe portant sur quelques applications des extraits et de I’huile
essentielle de S.argel en médecine vétérinaire. Plusieurs cas cliniques sur des animaux

sauvages et domestiques y sont présentes.

Le matériel utilisé et les méthodes adoptées lors de cette étude expérimentale y seront

détaillés et les résultats obtenus présentés et discutés.

Enfin, une conclusion générale et quelques perspectives cléturent la présente these.
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Chapitre 1

Monographie de Solenostemma argel



Chapitre I. Monographie de la plante étudiee : Solenostemma argel

I.1.Présentation de la famille des Asclepiadaceae
1.1.1. Généralités

La famille des Asclépiadacées renferme environ 2000 espéces réparties en 300 genres
(Ping-tao et al., 1995; Bosser et al., 2005) et divisées en six tribus : les Asclépiadées, les
Marsdéniées, les Stapéliées, les Gonolobées, les Sécamonées et les Périplocées (Ricardou,
1893).

L’habitat des Asclepiadaceae est trés étendu, il comprend les régions tropicale et subtropicale
particulierement en Afrique et au sud de I’Amérique latine, avec une représentation modérée
dans le nord et le sud de 1’Asie (Ping-tao et al., 1995).

I1.1.2. Classification de la famille des Asclepiadaceae

La classification actuelle des angiospermes (APG) place les Asclepiadaceae dans la classe des
Eudicotylédones, la sous-classe des Asteridae et I’ordre des Gentianales (Figure 1) (APG 1V,
2016).

Sous embranchement
Angiospermes

Classe
Eudicotylédones

Sous classe
Asteridae

( 'd l \ N\
Ordre

L Gentianales

( 'd l \ N\
Famille

.| Asclepiadaceae

Figure 1 : Classification de la famille des Asclepiadaceae (APG 1V, 2016).



1.1.3. Description botanique

Les plantes qui composent la famille des Asclépiadacees présentent les aspects les plus divers.
Quelques fois, ce sont des arbres ; d’autres fois, ce sont des arbustes dressés, des herbes vivaces
(Ricardou, 1893 ; Watson, 1992), souvent grimpantes et alors volubiles, rhizomateuses,
tubéreuses ou radicantes, parfois charnues et cactiformes (Bosser et al., 2005), souvent a latex
blanc, parfois incolore (Ping-tao et al., 1995).

Les feuilles de ces plantes présentent des formes assez diverses. Elles sont simples, presque
toujours opposées, parfois verticillées ou isolées (Watson, 1992). Les inflorescences sont aussi
variées, elles peuvent étre latérales, axillaires ou terminales, le plus souvent en cymes mais
parfois ombelliformes, spiciformes ou méme paniculées (Bosser et al., 2005).

Les fleurs sont régulieres, hermaphrodites, rarement fonctionnellement unisexuées (Ping-tao
et al., 1995). Le calice est ordinairement composé de cing sépales libres ou concrescents a leur
base. Ces sépales sont généralement constitues par des feuilles vertes terminées en pointe effilée
(Carson, 1847). La corolle est le plus souvent gamopétale, a tube long ou court, a 5 lobes
imbriqués, tordus ou valvaires dans le bouton (Watson, 1992).

Les étamines sont alternées avec les pétales. Le gynécée est généeralement formé de deux
carpelles. Ces derniers sont fermés et libres mais leurs styles se soudent dans la région
stigmatifére et se renflent en un corps pentagonal (Carson, 1847; Bosser et al., 2005).
Chaque loge d’ovaire renferme un grand nombre d’ovules répartis sur plusieurs rangs
(Ping-tao et al., 1995; Bosser et al., 2005).

Le fruit est composé de deux follicules distincts ; a la maturité il se rompt suivant une ligne
longitudinale correspondant aux bords de la feuille carpellaire et se déroule laissant a découvert
son placenta chargé de graines. Ces derniéres ont presque toujours, autour du hile, a leur
sommet, une aigrette formée d’un grand nombre de poils soyeux (Eglesfeld, 1847 ; Ricardou,
1893).

1.2. Présentation du genre Cynanchum ou Solenostemma

Le genre Solenostemma ou Cynanchum comprend 200 espéces réparties en Afrique, en
Ameérique du Nord et du Sud, en Asie et en Europe (Ping-tao et al., 1995).

Les espéces de ce genre sont des herbes vivaces ou des sous-arbrisseaux volubiles ou érigés
(Ricardou, 1893), a racines fibreuses, ligneuses ou charnues, a feuilles opposées, cordées, a

fleurs réguli¢res. L’inflorescence est extra-axillaire ou occasionnellement terminale (Ping-tao



et al., 1995). Les sépales possédent chacun a leur base une ou plusieurs glandes. La corolle est
rotacée, profondément lobée ; la couronne staminale est formée de 10 laniéres soudées et
opposeées sur un double rang, les intérieures ligulées et enroulées au sommet, les extérieures
formant des languettes qui dépassent la gorge de la couronne (Eglesfeld, 1847).

Les anthéres sont terminées par une membrane et contiennent dans chacune de leurs deux loges
une seule pollinie arrondie liée a une seconde par des caudicules et soudées aux angles du disque
stigmatifére. Les fruits sont des follicules lisses et contiennent un assez grand nombre de graines
aigrettées (Ricardou, 1893; Ping-tao et al., 1995).

1.3. Présentation de I’espéce Solenostemma argel (Del.) Hayne

I.3.1. Nomenclature

L’espéce Solenostemma argel Hayne est connue sous plusieurs dénominations scientifiques a
savoir Cynanchum argel Delile, Cynanchum oleifolium (Lindley, 1838; Carson, 1847)
et Solenostemma oleifolium (Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013).

La plante S. argel posséde plusieurs noms vernaculaires issus de diverses origines. Elle porte
le nom de « Arghel » ou « El Hargal » en Arabe (El Hadidi et Fayed, 1995 ; Innocenti et al.,
2005 ; Tahir et al., 2005), de « Aghallachem » en Taméahaq (Sahki, 2004 ; Benhouhou, 2005)
et « Arghel » en anglais (Benhouhou, 2005).

1.3.2. Distribution géographique

Solenostemma argel est une plante tropicale qui se propage a travers le Sahara central, dans le
Sinai et le désert du sud-est (Benhouhou, 2005). C’est une espéce saharienne qui se rencontre
dans les zones désertiques de 1’Algérie, de la Libye et de I’Egypte (Figure 2) (Benhouhou,
2005 ; Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013).

En Algérie, I’espece est trés répandue dans le Sahara central, le Tassili n’Ajjer et les montagnes
du Hoggar (Benhouhou, 2005). Elle prospére principalement dans les zones rocailleuses et
sablonneuses ainsi que dans les oueds graveleux, entre 500 et 1600 m (Sahki, 2004 ; Gurib-
Fakim et Schmelzer, 2013).



Figure 2 : Distribution géographique de Solenostemma argel [1].

I.3.3. Classification

L’espéce Solenostemma argel appartient au sous-embranchement des angiospermes, la classe

des eudicotylédones, la sous-classe des Asteridae, 1’ordre des Gentianales, la famille des

Asclepiadaceae et le genre Solenostemma (Figure 3).

Eudicotylédones

‘l Solenostemma argelI |

Figure 3 : Lignée taxonomique de Solenostemma argel (APG 1V, 2016).



I1.3.4. Description botanique

S. argel est un arbrisseau buissonnant, vivace, fortement ramifié, charnu, courtement poilu
atteignant 60 cm de haut (Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013). Les feuilles sont opposées,
presque sessiles, ovales lancéolées, d’un vert pale. Leur nervure médiane est bien prononcée et

leur longueur varie de 2 a 4 cm (Carson, 1847 ; Benchelah et al., 2004).

Les fleurs sont blanches, trés odorantes, nombreuses, disposées en grappes élargies,
dichotomes, au sommet des rameaux, dans les aisselles des feuilles (Figure 4). Les pédicelles
des fleurs sont rapprochés en paquets et les rameaux des grappes sont accompagnés de folioles
lineaires (Engler, 1917 ; Benhouhou, 2005 ; Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013).

Figure 4 : Arbrisseau et fleur de Solenostemma argel.
Photos prises a Abalessa, Tamanrasset (15/01/2015).

Le calice est a cing divisions linéaires, profondes et longues de 4 mm. La corolle est en roue, a
cing divisions linéaires alternes avec celles du calice. La couronne est a cing plis et a cing
dents ; ses plis sont opposés aux divisions du calice, et ses dents aux divisions de la corolle
(Carson, 1847 ; Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013).

Les étamines sont réunies au nombre de cing, dans le centre de la fleur, en un corps tronqué
élevé sur un pédicelle qui est le filet commun des anthéres. Ce corps tronqué est a cing angles,
sur chacun desquels se trouve une fissure qui laisse échapper deux masses de pollen oblongues
(Engler, 1917).



Le tube court de la corolle cache deux ovaires glabres superes, rétrécis en deux styles capillaires
qui passent au-dedans du filet commun des antheres, et qui aboutissent au stigmate terminal
soudé avec les antheres (Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013). La floraison a lieu durant les mois

de Mars a Juin.

Le fruit est un follicule solitaire, piriforme, atteignant environ 5 cm de long et 1,5 & 2 cm de
large, apex longuement acuminé, violet foncé, marbré ou strié de vert, contenant de nombreuses
graines (Figure 5). Ces derniéres sont étroitement ovoides, rainurées d’un cOté, a verrues
minuscules, brunes, avec une touffe de poils blanchatres (Engler, 1917; Sahki, 2004;
Benhouhou, 2005; Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013).

AW 4 I\
Figure 5 : Fruit de Solenostemma argel. Photos prises a Abalessa, Tamanrasset (15/11/2015).

1.3.5. Utilisation ethnobotanique

Dans toute son aire de répartition géographique, la décoction des parties aériennes ou des
feuilles de S. argel est tres prisée comme fébrifuge et purgatif mais aussi pour traiter les
coliques, les maux d’estomac, la constipation, la flatulence, les infections des voies urinaires,
les douleurs rénales et la toux (Hocking, 1955 ; Hegazi et al., 1994; Innocenti et al., 2005).

L’infusion des parties aériennes traite le diabéte et la jaunisse, et I’infusion des feuilles et des
fleurs est indiquée pour purifier le sang et pour calmer les nerfs (Gurib-Fakim et Schmelzer,
2013). La seve ameére de la tige est utilisée comme collyre au cours du rhume, une goutte de

cette seve aiderait a dégager les sinus (Benhouhou, 2005).



En Libye et en Egypte, la décoction des feuilles est préconisée pour le traitement de la bronchite,
la névralgie et la sciatique (Jabeen et al., 1984). Dans le Hoggar, les feuilles séchées réduites
en poudre sont bouillies dans du lait, adouci avec des dattes ou du sucre. La décoction ainsi
préparée se boit pour traiter les rhumatismes, la gonorrhée et 1’hémoptysie. Au Liban, les
feuilles séchées sont importees, et bouillies dans 1’huile d’olive. Ce liquide est utilisé en friction
contre les rhumatismes (Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013).

La plante est également brulée et la fumée est inhalée pour traiter la rougeole (Gurib-Fakim
et Schmelzer, 2013). Les feuilles fraiches broyées ou les feuilles séchées en poudre sont
appliquées sur les plaies et les brillures pour les désinfecter. La plante s’avére treés efficace
comme antisyphilitique lorsqu’elle est utilisée pendant une période prolongée allant de 40 a 80
jours (Boulos, 1983; Hammiche et Maiza, 2006). Par ailleurs, la plante est également abortive
(Sahki, 2004).

Dans I'agriculture traditionnelle, de petites touffes de la plante sont introduites dans les canaux
d'irrigation, les ruisseaux et les étangs comme insecticide. Les branches sont utilisées pour
désinfecter I'eau. Les plantes pilées servent de savon pour le nettoyage du corps et des
vétements (Benhouhou, 2005 ; Gurib-Fakim et Schmelzer, 2013).

1.3.6. Métabolites secondaires

Les diverses études phytochimiques de S. argel (Hayne) réalisées jusqu’a lors ont livré des
résultats contradictoires. Mahran et al (1967), dans leur étude sur les feuilles, les tiges, les
fleurs et les fruits de S. argel, ont rapporté la présence de b-sitostérol, 7 méthoxy-3,22-
dihydrostigmastene, acide éthoxy-vangurolique en plus d’un stéroide inconnu (Mahran et al.,
1967).

En revanche 1’étude chromatographique de I'extrait alcoolique des feuilles S. argel, a signalé la
présence de deux substances cristallines nommées argeline et argeloside sans analyse spectrale
détaillée ni détermination de leur structure (Mahran et al., 1969).

Une étude hongroise a montre que les extraits éthéré et chloroformique ne contiennent pas de
stéroides ni d’alcaloides et de flavonoides, alors que I'extrait méthanolique était riche en
flavonoides et en stéroides (Khaled et al., 1974). Le criblage chimique de feuilles de S. argel,
a revélé l'existence de lipides, de flavones, d’antocynanosides, de tanins, d’acides amines, de
polyholosides, de polyphénols, de phytosterols et de caroténoides (Younis, 1988).

L'étude de biosynthese, sur le calice et les pousses de S. argel, a révélé la présence de rutoside,

de b-caroténe et b-sitostérol (Amariei et al., 1991).
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Une série d’hétérosides de 14, 15-sécoprégnane, les argélosides, ont été isolés de différentes
parties de la plante. A partir des fruits, ont été identifiés les argélosides A-B, a partir des graines
les argélosides C-J et a partir des feuilles les argélosides K-O (Plaza et al., 2003). De différentes
parties de la plante, a également été isolée une série d’hétérosides de 15-Kéto prégnane : les
stemmosides A-B de la tige feuillée, les sttmmosides C-D du péricarpe et les sttmmosides E-
K des feuilles (Hamed, 2001 ; Plaza et al., 2004 ; Plaza et al., 2005).

A partir des feuilles, le kaempférol-3-O-gluoside et le kaempférol-3-O-rutinoside ont été isolés
ainsi que plusieurs dérivés de prégnene, et la solénoside A, un hétéroside de type prégnene
(Innocenti et al., 2005). Le B-sitostérol et les triterpénoides pentacycliques a-amyrine et -
amyrine ont egalement été trouvés dans les feuilles (Hassan et al., 2001). Par ailleurs, un poly-
hydroxy-prégnane appelé la stemmine C (Hamed, 2001), quatre hétérosides phénoliques acylés
(les solargines I-IV) ainsi que d’autres hétérosides flavonoides ont été isolés des parties

aériennes (Kamel, 2003).

Enfin, une étude récente a permis de mettre en évidence trois métabolites majoritaires isolés a
partir de I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de S. argel, a savoir le kaempferol, le kaempferol-
3-O-B-D-glucopyranoside (astragalin) et le kaempferol-3-O- [a-L-rhamnopyranosyl (1—2) -B-
D-glucopyranosyl (Hassabelrasoul et al., 2021).

1.3.7. Propriétés pharmacologiques

Certaines activités biologiques des extraits de S. argel ont été étudiées. L’activité
anti-inflammatoire des extraits méthanolique, éthéré, acétonique et chloroformique des feuilles
de S. argel a été rapportée (Innocenti et al., 2005).

Une activité larvicide modérée des extraits aqueux bruts des parties séchées du péricarpe,
des fleurs, des racines et de la tige de S. argel a également été constatée (EL-Kamali, 2001).
Plusieurs argélosides et stemmosides isolés a partir de S. argel ont montré une activité
antiproliférative avec effet dose-dépendant dans différents modéles de tumeurs humaines et

murines (Plaza et al., 2005).
D’autres propriétés biologiques ont été rapportées, notamment les effets anti-obésité

(EI-Shikh et al., 2019), anti-hépatotoxique (Ahmed, 2017), anti-arthritique (EI-Shiekh et al.,
2021) et inhibiteur de la cholinestérase (Demmak et al., 2019).
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S. argel contient une gamme de composés bioactifs intéressants. Néanmoins des études plus
poussées doivent étre menées pour évaluer complétement les usages médicinaux traditionnels

rapportes sous leurs différentes formes.
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Chapitre 11

Extraction et screening phytochimique



Chapitre Il : Extraction et screening phytochimique

La procédure de préparation des plantes medicinales a des fins expérimentales implique la collecte
appropriée de la plante, l'authentification par un botaniste expérimenté, un séchage et un broyage
adéquats. Suivent ensuite les étapes d’extraction, de fractionnement et d’isolement du composé

bioactif, le cas échéant.

I1.1. Extraits de plantes médicinales

Les méthodes d'extraction varient dans la durée et la période d'extraction, du type de solvant utilisé,
de la température, de la taille des particules des parties de la plante et du rapport solvant/échantillon
(Das et al., 2010).

11.1.1. Choix du solvant

La détermination réussie d'un composé biologiquement actif a partir de matériel végétal dépend en
grande partie du type de solvant utilisé dans la procédure d'extraction (Das et al, 2010). En suivant le
principe des « extraits similaires », il est souvent possible d'adapter le choix du solvant pour
maximiser les rendements des composés d'intérét, tout en minimisant I'extraction des composés

indésirables (Jones et Kinghorn, 2006).

Ainsi, les facteurs devant étre pris en compte lors du choix d'un solvant ou d'un systeme de solvants
pour I'extraction de matériel végétal sont présentés dans la Figure 6 (Das et al., 2010 ; Tiwari et al.,
2011).
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Figure 6 : Facteurs influengant le choix du solvant d’extraction (Tiwari et al., 2011)
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11.1.2. Méthodes d’extraction
1.2.1. Macération

La macération est une méthode courante pour extraire de petites quantités de matériel végétal en
laboratoire. Au cours de ce procédé, la matiére végétale est grossierement réduite en poudre et
maintenue en contact avec le solvant dans un récipient fermé pendant une durée de 72 h sous
agitation fréquente jusqu'a dissolution des matieres solubles (Handa, 2008 ; Tiwari et al., 2011). Le
mélange est ensuite filtré, le marc est pressé et les liquides combinés sont clarifiés par filtration ou
décantation apres repos (Handa, 2008).

La sonication de I'échantillon en macération est parfois utilisée pour réduire le temps nécessaire a
une extraction approfondie (Jones et Kinghorn, 2006). Cette méthode d’extraction est adaptée pour
I’extraction des composés thermolabiles (Tiwari et al., 2011) mais présente les inconvénients d'une
consommation éelevée de solvant, des temps d'extraction longs et de faibles rendements d'extraction
(Bucar et al., 2013).
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11.1.2.2. Infusion

L’infusion est un processus d’extraction au cours duquel la poudre de plante finement broyée est
macérée dans de 1’eau froide ou bouillante pendant une courte période (Handa, 2008; Tiwari et al.,
2011). Cette méthode convient & I'extraction de constituants bioactifs facilement solubles. De plus, il
s’agit d’une méthode appropriée pour la préparation d'extrait frais avant utilisation. Le rapport
solvant/échantillon est généralement de 4:1 ou 16:1 selon l'utilisation prévue (Abubakar et Haque,
2020).

11.1.2.3. Décoction

La décoction est un processus impliquant une extraction continue a chaud en utilisant un volume
d'eau spécifiée comme solvant. La matiere végétale séchée, broyée et réduite en poudre est mise au
contact de I’eau et I’ensemble est porté a ébullition sous agitation pendant 15 min. L’extrait est par la
suite refroidi et filtré. Cette procédure convient a I'extraction de constituants hydrosolubles et
thermostables (Handa, 2008; Tiwari et al., 2011; Abubakar et Haque, 2020). Le rapport de départ

de la poudre végétale a I'eau est généralement de 4:1 ou 16:1 (Handa, 2008).

11.1.2.4. Percolation

La percolation est une méthode d'extraction efficace, adaptée aux échantillons de taille moyenne a
grande (Jones et Kinghorn, 2006). C'est le procédé le plus fréquemment utilisé pour extraire les
principes actifs dans la préparation des teintures et des extraits fluides (Handa, 2008). Le dispositif
utilisé dans ce processus est appelé percolateur. Il s’agit d’un récipient en verre en forme de céne
étroit avec une ouverture aux deux extrémités (Abubakar et Haque, 2020). La matiére végétale pré-
trempée dans le solvant d’extraction est placée dans le percolateur, additionnée de solvant et macérée
pendant 24 h. Des quantités adéquates de solvant sont ajoutées au fur et a mesure afin de maintenir le
matériel végétal couvert. Par la suite, une évacuation constamment contrélée de I'extrait via une
vanne permet de réguler le débit afin de s'assurer que le solvant sortant est presque saturé de solute.
De plus, du solvant supplémentaire est ajouté au besoin, jusqu'a ce que le percolat mesure environ les
trois quarts du volume requis du produit fini (Jones et Kinghorn, 2006; Handa, 2008; Bucar et al.,
2013). Enfin, bien qu'en principe plus efficace et plus économique en solvant que la macération, la
percolation n'est généralement pas pratiquée pour de petites quantités de matériel végétal ou pour un
grand nombre d'échantillons (Jones et Kinghorn, 2006).
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11.1.2.5. Extraction par Soxhlet

L’extraction par soxhlet est une méthode pratique pour l'extraction de volumes faibles a modérés de
matériel végétal (Jones et Kinghorn, 2006). Ce processus est également connu sous le nom
d'extraction & chaud continue et peut convenir aux matieres végétales partiellement solubles dans le
solvant choisi et a celles contenant des impuretés insolubles (Abubakar et Haque, 2020).
L'avantage de ce procédé est que I'extraction a lieu dans un systeme fermé dans lequel le solvant est
continuellement recyclé (Figure 7), ainsi, de grandes quantités d’extrait peuvent étre extraites avec
une quantité minime de solvant (Jones et Kinghorn, 2006; Handa, 2008). Cela entraine une
économie considérable en termes de temps et d'énergie (Handa, 2008). Cependant, I'extraction par
soxhlet présente des inconvénients tels que I'exposition a des solvants organiques liquides dangereux
et inflammables, avec des émissions toxiques potentielles lors de I'extraction (Azwanida 2015).
Aussi, cette méthode ne peut pas étre utilisée pour les composés thermolabiles car un chauffage

prolongé peut entrainer une dégradation des composés (Tiwari et al., 2011).

W
]

L
Figure 7 : Schéma du dispositif d’extraction par soxhlet [2]

11.1.2.6. Extraction par ultrasons

Ce processus implique I'application d'énergie sonore a une fréquence tres élevée allant de
20 kHz a 2000 kHz; cela augmente la perméabilité des parois cellulaires et produit de la cavitation
(Handa, 2008). Les propriétés physiques et chimiques des matériaux soumis aux ultrasons sont
altérées, ce qui perturbe la paroi cellulaire végetale, facilitant ainsi la libération des composés et

améliorant le transport de masse des solvants dans les cellules végeétales (Azwanida, 2015).

Les avantages de I'extraction assistée par ultrasons sont principalement dus a la réduction du temps

d'extraction et la quantité de solvant utilisée, ainsi qu’a la maximisation du rendement (Abubakar et
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Haque, 2020). Par ailleurs, 1’inconvénient de la procédure est I'effet délétere occasionnel mais connu
de I'énergie des ultrasons (plus de 20 kHz) sur les constituants actifs des plantes médicinales par la
formation de radicaux libres et par conséquent des changements indésirables dans les molécules de
médicament (Handa, 2008).

11.1.2.7. Extraction assistée par micro-ondes

C'est I'une des procédures d'extraction avancées dans la préparation des plantes médicinales. La
technique utilise un mécanisme de rotation dipolaire et de transfert ionique par déplacement d'ions
chargés présents dans le solvant et 1’échantillon (Abubakar et Haque, 2020). Les méthodes
d'extraction établies emploient soit des micro-ondes diffusées dans des systéemes fermés, soit des

micro-ondes focalisées dans des systemes ouverts (Bucar et al., 2013).

Cette technique implique I’utilisation de rayonnements micro-ondes pour bombarder un objet, qui
peut absorber I'énergie électromagnétique et la convertir en chaleur. Par la suite, la chaleur produite
facilite le mouvement du solvant dans la matrice du matériel végétal (Abubakar et Haque, 2020).

Par rapport aux méthodes conventionnelles d'extraction par solvant, la technologie I'extraction
assistée par micro-ondes offre une combinaison d’avantages notamment : une pureté accrue des
extraits bruts, une stabilité améliorée des composés, une réduction des codts de traitement et de la

consommation d'énergie et de solvants (Doughari, 2012).

11.1.2.8. Extraction par fluide supercritique (SFE)

L'extraction de liquide supercritique (SFE) est une méthode alternative de préparation d'échantillons
avec des objectifs généraux de réduction de l'utilisation de solvants organiques et d'augmentation du
débit d'échantillons (Handa, 2008). Il s'agit du systeme d'extraction le plus avancé
technologiquement. En effet, I'extraction de fluide super critique implique l'utilisation de gaz,
généralement du COg, et sa compression en un liquide dense. Ce liquide est ensuite pompé a travers
un cylindre contenant la matiére a extraire. De 13, le liquide chargé d'extrait est pompé dans une
chambre de séparation ou I'extrait est séparé du gaz et le gaz est récupéré pour étre réutilisé
(Doughari, 2012).

Les avantages de cette méthode sont la polyvalence qu'il offre pour identifier les constituants qui
seront extraits d'un matériau donné et le fait que le produit final ne contient pratiqguement aucun
résidu de solvant (le CO, s'évapore completement) (Handa, 2008 ; Doughari, 2012). Un
inconvénient majeur de cette méthode est le codt initial tres élevé de I'équipement (Azwanida,
2015).
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11.1.3. Métabolites secondaires des extraits de plantes médicinales

Les plantes médicinales synthétisent de nombreux métabolites secondaires, qui les aident a survivre

et a se reproduire.

11.1.3.1. Phénols

Les composants phénoliques sont largement présents chez les plantes et sont synthétisés en réponse a
certaines situations stressantes telles que les radiations UV, les blessures et les infections.

La grande catégorie des composés phénoliques est divisée en phénols simples et en polyphénals,
basée exclusivement sur le nombre de sous-unités phénoliques présentes (Goleniowski et al., 2013)
(Figure 8).

Acides phénoliques

Phénols simples

Coumarines

Phénols

Flavonoides

Polyphénols

Tanins

Figure 8 : Représentation schématique des groupes de composés phénoliques chez les plantes
(Goleniowski et al., 2013)

Grace a leurs propriétés pharmacologique et biologique, les composés phénoliques ont généré un
intérét considérable, notamment pour leurs effets antioxydants, anti-inflammatoires,anti-

mutagéniques et anti-carcinogéniques (Maas et al., 1991).
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11.1.3.1.1. Phénols simples

Le groupe des phénols simples est représenté par les acides phénoliques et les coumarines.

11.1.3.1.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une sous classe des phénols, présents dans les plantes comestibles sous
forme d’ester ou de glycosides conjugués avec d’autres composants tels que les flavonoides, les
stérols, les alcools et les glucosides (Goleniowski et al., 2013). Les acides phénoliques ont connu un
engouement scientifique considérable en raison de leurs propriétés antioxydante, anti-inflammatoire,
immunorégulatrice, antimicrobienne, cardioprotectrice et antidiabétique (Rashmi et Negri, 2020).
Les dérivés des acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques sont les plus importants

représentants des acides phénoliques.

11.1.3.1.1.2. Coumarines

Les coumarines sont une famille de benzopyrones largement répandues dans la nature (Matos et al.,
2014). Chez les plantes, les coumarines sont retrouvées dans les racines, les tiges, les fleurs, les fruits
et les feuilles, méme si leurs concentrations sont plus élevées dans les fruits et les fleurs (Hussein et
al., 2017).

Les composés coumariniques sont une classe de lactones structurellement construites par un cycle
benzene fusionné a un cycle a-pyrone. Il existe différentes classifications pour les dérivés de la
coumarine. Généralement, ils peuvent étre classés chimiquement selon les noyaux les plus courants
en : coumarines simples, furocoumarines, dihydrofurocoumarines, pyranocoumarines (linéaires et
angulaires), phénylcoumarines et biscoumarines (Jain et Joshi, 2012; Matos et al., 2014; Hussein
et al., 2017). L'umbelliférone, I'esculétine et la scopolétine sont les coumarines les plus répandues
dans la nature (Jain et Joshi, 2012) (Figure 9).

UMBELLIFERONE ESCULETINE SCOPOLETINE
0
N |{HO N\ / \CH,
HO 0" 0 HO 0" "0 0 OH

Figure 9 : Structures chimiques de certaines coumarines (Jain et Joshi, 2012)
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De nombreuses activités pharmacologiques ont été attribuées aux coumarines telles que les activités
anticoagulantes,  hypotensives,  antimicrobiennes,  anti-inflammatoires,  anticancereuses,
anticonvulsives, anti-adipogéniques, anti-hyper-glycémiantes, antioxydantes et neuroprotectrices
(Matos et al., 2014).

11.1.3.1.2. Polyphénols
11.1.3.1.2.1. Flavonoides

Les flavonoides sont un groupe important de polyphénols largement distribués dans la flore végétale.
Structurellement, ils sont constitués de plus d'un cycle benzénique dans sa structure (Doughari,
2012).

Les flavonoides sont caractérisés par des structures phénoliques variables. lls peuvent étre divisés en
une variété de classes telles que les flavones (apigénine, lutéoline), les flavonols (quercétine,
kaempférol, myricétine), les flavanones (hespérétine, naringénine), les flavanonols (taxifoline), les
isoflavones (genistéeine, daidzéeine) et les flavan-3-ols (catechine, Epicatechine) (Kumar et
Pandey, 2013). Ils peuvent se présenter aussi bien sous forme libre (aglycone) ou sous forme de

glycosides (Pinheiro et Justino, 2012) (Figure 10).
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Figure 10 : Structures chimiques de base des différentes classes de Flavonoides
(Kumar et Pandey, 2013)

Par ailleurs, les flavonoides possedent plusieurs propriétés biologiques, notamment, des effets
antioxydants, hépato-protecteurs, anti-inflammatoires, anti-cancéreux et antimicrobiens (Kumar et
Pandey, 2013).
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11.1.3.1.2.2. Tanins

Le nom "tanin™ couvre une large gamme de composés naturels qui ne sont pas nécessairement
apparentés sur le plan structurel et qui sont largement distribués dans tout le regne végeétal (Russel,
1935).

L'observation que certains tanins pouvaient étre fractionnés et que d’autres non, a conduit a leur
classification en tanins hydrolysables et tanins condensés. Les tanins condenses sont représentés par
les proanthocyanidines oligomeres et polymeéres, alors que les tanins hydrolysables incluent a la fois
les gallotanins et les ellagitanins (Kashiwada et al., 1992).

En médecine, les extraits de plantes contenant des tanins sont utilisés comme astringents,
diurétiques, anti-diarrhéiques, anti-cancéreux, anti-inflammatoires, antiseptiques et hémostatiques
(Khanbabaee et Ree, 2001).

11.1.3.2. Alcaloides

Les alcaloides forment un groupe de molécules de structures diverses caractérisées pour la plus part
par des effets pharmacologiques puissants (Wink, 2010). lls représentent une vaste classe de
produits naturels d’approximativement 12000 composants (Sireesha et al., 2019).

Les alcaloides sont classés en deux catégories hétérocycliques et non hétérocycliques (Bribi et al.,
2017). Leur structure chimique est complexe, composée d’atome d’azote (Figure 11), ce dernier est
une part du systeme hétérocyclique et participe de maniére significative a 1’activité pharmacologique

(Sireesha et al., 2019).
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Figure 11 : Exemples d’alcaloides utilisés dans le domaine médical
(Sireesha et al., 2019)

Les alcaloides sont caractérisés par de nombreuses activités biologiques, notamment, myorelaxante,
anticancéreuse, antimicrobienne, anti-oxydante, insecticide et analgésique (Sireesha et al., 2019). De
plus, ils sont utilisés comme stimulateurs sympathiques agissant directement sur les récepteurs o et f3,

offrant ainsi une activité antipsychotique et anti-hypertensive (Debnath et al., 2018).
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11.1.3.3. Saponosides

Les saponines sont des glycosides largement répandus dans le régne vegétal comprenant un groupe
diversifié de composés caracterisés par leur structure contenant un aglycone stéroide ou triterpénoide
et une ou plusieurs chaines de sucre (Guglu-Ustiindag et Mazza, 2007) (Figure 12). Cette
caractéristique structurelle fait que les saponines sont des composés tensioactifs aux proprietés

détergentes, émulsifiantes et moussantes (Wang et al., 2005).

: e il :"--\_.-
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Figure 12 : Structure de base des saponines: triterpénoide et stéroide
(Guglu-Ustiindag et Mazza, 2007)

Les saponines possedent une large gamme d'activités biologiques notamment les activités
hémolytique, insecticide, hépaprotectrice, hypocholestérolémiante, hypoglycémique, anti-
inflammatoire, analgésique, antimicrobienne, antiparasitaire et antimutagéne (Francis et al., 2002 ;
El Aziz, 2019). Leurs propriétés physicochimiques et biologiques sont de plus en plus exploitées

dans les secteurs alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.

11.2. Extraits de plantes aromatiques

Parmi les types d’isolats volatils obtenus a partir des plantes aromatiques, les principaux sont la

concréte, 1’absolu et 1’huile essentielle.

11.2.1. Concréte

Il s'agit d'un extrait de fleurs fraiches, d'herbes, de feuilles et de sommités floriferes de plantes
obtenu par l'utilisation d'un solvant hydrocarboné tel que le butane, le pentane, I'hexane et I'éther de
pétrole. L extrait ainsi obtenu est riche en materiaux solubles dans les hydrocarbures et dépourvu de
composants solubles dans I'eau. Il s'agit généralement d'un matériau cireux, semi-solide, de couleur

foncée, exempt du solvant d'origine (Handa, 2008).
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11.2.2. Absolue

L’absolue est une forme transformée de concréte utilisée en parfumerie. Il s’agit d’un concentré

volatil extrait a 1’alcool.

11.2.3. Huile essentielle

Les huiles essentielles sont des composes volatils, naturels, complexes caractérisés par une forte
odeur et sont formeés par les plantes aromatiques comme métabolites secondaires (Bakkali et al.,
2008). Elles sont également nommeées huiles volatiles ou huiles éthérées du fait de leur tendance a
s'évaporer lorsqu'elles sont exposées a I'air, méme dans les conditions ambiantes (Doughari, 2012).

Les huiles essentielles sont extraites de diverses plantes aromatiques généralement localisées dans
les pays tempérés a chauds comme les pays méditerranéens et tropicaux ou elles représentent une
part importante de la pharmacopée traditionnelle (Bakkali et al., 2008). Elles sont obtenues a partir
de diverses parties des plantes aromatiques, notamment les feuilles, les fleurs, les fruits, les graines,

les bourgeons, les rhizomes, les racines et les écorces (Shaaban et al., 2012).

Les huiles essentielles et certains de leurs composants sont utilisés dans plusieurs domaines
notamment en cosmétique, en dentisterie, en agriculture comme conservateurs et additifs
alimentaires et en médecine alternative (Bakkali et al., 2008). En effet, les huiles essentielles ont
recu beaucoup d'attention en tant que sources possibles de médecine alternative sdres et naturelles,
car elles sont connues pour posséder diverses activités médicinales, notamment anti-oxydante, anti-
inflammatoire, analgésique, sédative, antimicrobienne, antivirale et anti-cancérigéne (Shaaban et al.,
2012).

Ainsi, elles pourraient constituer des alternatives ou des compléments efficaces aux composeés
synthétiques de I'industrie chimique, sans montrer les mémes effets indésirables (Carson et Riley,
2003).

11.2.3.1. Méthodes d’extraction des huiles essentielles
11.2.3.1.1. Hydrodistillation

Il existe trois types d'hydrodistillation pour isoler les huiles essentielles des matieres végétales : la
distillation a I'eau, la distillation a I'eau et a la vapeur et la distillation directe a la vapeur.

Ces trois méthodes sont soumises aux mémes considérations théoriques qui traitent de la distillation
des systemes a deux phases. Les différences résident principalement dans les méthodes de

manipulation du matériau (Handa, 2008).
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11.2.3.1.1.1. Distillation a I'eau

L'hydrodistillation est le procédé le plus simple et le plus ancien disponible pour obtenir des huiles
essentielles a partir de plantes (Tandon, 2008; Rassem et al., 2016). Dans cette méthode, I'eau est
portée a ébullition et I'huile essentielle est amenée au condenseur avec la vapeur qui se forme
(Tandon, 2008). L'appareil recommandé pour les distillations a 1’eau est le systeme Clevenger
(Figure 13) (Handa, 2008). La quantité d'huile produite va dépendre de la durée de la distillation, de
la température, de la pression et du type de matériel végétal (Stratakos et Koidis, 2016).

. Chauffe ballon
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Figure 13 : Schéma du dispositif d’extraction par hydro-distillation "systeme Clevenger"
(Rassem et al., 2016)

La distillation a I'eau posséde un avantage distinct, c'est-a-dire qu'elle permet de traiter des matiéres
finement pulvérisées. D'autres avantages pratiques de 1’hydrodistillation sont que les alambics sont
peu codteux, faciles a construire et adaptés aux opérations sur le terrain (Handa, 2008). Cependant,
un inconvénient majeur de cette technique est que les huiles essentielles sont exposées a de l'eau
bouillante pendant de longues périodes, la formation d'artefacts est un probléeme possible en raison
de la température élevée. Cela peut entrainer des différences dans la composition des huiles volatiles
extraites (Stratakos et Koidis, 2016).

11.2.3.1.1.2. Distillation a I'eau et a la vapeur

Le procédé de la distillation a l'eau et a la vapeur a été développé afin de palier a certains des
inconvénients de la distillation a I'eau. En effet, certaines modifications ont été apportées aux unités
de distillation en introduisant une grille perforée dans I'alambic, pour soutenir la matiére végetale et
éviter son contact direct avec la source de chaleur. Ainsi, lorsque le niveau d'eau est maintenu sous la

grille, I'huile essentielle est distillée par la vapeur montante de I'eau bouillante (Tandon, 2008).
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Comparativement a la distillation a I'eau, ce procédé présente de meilleurs avantages, notamment, un
rendement en huile plus élevé, des composants moins sensibles a I'nydrolyse et la polymérisation,
une qualité d’huile plus reproductible et une économie en énergie.

Par ailleurs, un inconvénient majeur de ce type de distillation consiste a rendre la matiére végétale
assez humide. Cela ralentit la distillation car la vapeur doit vaporiser I'eau pour lui permettre de se

condenser plus haut dans I'alambic (Handa, 2008).

11.2.3.1.1.3. Distillation directe a la vapeur

La distillation directe a la vapeur est le processus de distillation de la matiére végétale avec de la
vapeur générée a l'extérieur du réservoir dans un générateur de vapeur ou une chaudiere. Comme
dans la distillation a I'eau et a la vapeur, la matiére végétale est supportée sur une grille perforée au-
dessus de I'entrée de vapeur (Handa, 2008; Tandon, 2008). Le principe de cette technique est que la
pression de la vapeur combinée est égale a la pression ambiante a environ 100 °C afin que les
composants volatils avec des points d'ébullition allant de 150 a 300 °C puissent étre évaporés a une
température proche de celle de I'eau (Rassem et al., 2016).

Vapeur et huile vaporisée

Milieu de refroidissement
Séparateur de liquide

>! HO—) Huile
Essentielle
Condenseur

Eau

Vapeur

—

Entrée d’ea-u(l
o

Chaudiere a vapeur

Distillation a la vapeur

Figure 14 : Schéma d’une unité de distillation a la vapeur pour I’extraction des huiles essentielles
(Stratakos et Koidis, 2016)

Un des avantages de la distillation a la vapeur est que l'utilisation de la vapeur a haute pression dans
les unités modernes de distillation a la vapeur, permet une distillation beaucoup plus rapide et
compléte des huiles essentielles sans décomposition thermique de leurs constituants (Handa, 2008;

Tandon, 2008). Aussi, Les codts de combustible sont généralement inférieurs dans les unités de
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distillation a la vapeur modernes en raison de lefficacité thermique plus élevée a laquelle

fonctionnent la plupart des chaudieres (Tandon, 2008).

11.2.3.1.2. Extraction par expression

L'expression ou pressage a froid est la méthode d'extraction la plus ancienne et est utilisée presque
exclusivement pour la production d'huiles essentielles d'agrumes (Handa, 2008). Cette méthode fait
référence a tout processus physique au cours duquel les glandes a huile essentielle de la peau et des
cuticules sont brisées afin de permettre a 'huile d’étre libérée. Ce processus aboutit a la production
d'une émulsion aqueuse, qui est ensuite centrifugée pour séparer I'huile essentielle (Stratakos et
Koidis, 2016).

La raison de I'extraction des huiles essentielles d'écorces d'agrumes a basse température et a basse
pression par des méthodes mécaniques est l'instabilité thermique des aldéhydes présents (Stratakos
et Koidis, 2016 ; Rassem et al., 2016). Ce processus est utilisé pour la plupart des huiles de support
et de nombreuses huiles essentielles et garantit la pureté de I'huile obtenue a 100 % tout en
conservant toutes les propriétés de la plante (Rassem et al., 2016).

11.2.3.1.3. Extraction par solvant

L'extraction par solvant, également connue sous le nom d'extraction ou de séparation liquide-liquide,
est une méthode pour séparer un composé en fonction de la solubilité de ses parties. Cela se fait en
utilisant deux liquides qui ne se mélangent pas (Rassem et al., 2016). Les solvants couramment
utilisés pour I'extraction sont l'alcool, I'hexane, I'éthanol, I'éther de pétrole et le méthanol. Le
principal avantage de I'extraction par rapport a la distillation est qu'une température plus basse est
utilisée pendant le processus, réduisant ainsi le risque de changements chimiques dus aux

températures élevées, qui sont utilisées pendant la distillation (Stratakos et Koidis, 2016).

Bien que la méthode soit relativement simple et assez efficace, elle souffre d'inconvénients tels qu'un
long temps d'extraction, une consommation de solvant relativement élevée et une reproductibilité
souvent insatisfaisante (Dawidowicz et al., 2008). L'huile essentielle produite contiendra une petite
quantité de solvant sous forme de résidu et son utilisation pour des applications alimentaires n'est
donc pas possible. Cependant, si le solvant utilisé est de l'alcool, il est sans danger pour la
consommation et considéré comme « de qualité alimentaire ». Cette méthode est couramment

utilisée par I'industrie de la parfumerie (Stratakos et Koidis, 2016).
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11.2.3.1.4. Extraction par enfleurage

L'enfleurage est une méthode d'extraction conventionnelle qui remonte a I'Antiquité, destinee
principalement a I'extraction d'huiles essentielles de fleurs (Stratakos et Koidis, 2016). En effet,
certaines fleurs odorantes de haute qualité telles que le jasmin, la tubéreuse et le gardénia donnent de
petites quantités d'huile et ne peuvent donc pas étre distillées par hydro-distillation (Singh, 2008). De
plus, ces fleurs, méme apres la cueillette, continuent leurs activités physiologiques de développement
et de parfumage, raison pour laquelle leurs huiles sont extraites a froid par des graisses (Handa,
2008). Effectivement, la graisse possede un haut pouvoir d'absorption des huiles volatiles et mise en

contact avec des fleurs odorantes, elle absorbe leur parfum (Singh, 2008).

De nouvelles fleurs remplacent les anciennes et le processus est répété pendant de trés longues
périodes jusqu'a ce que la saturation de la graisse soit atteinte. Par la suite, la graisse est collectée et
extraite avec de l'alcool (Stratakos et Koidis, 2016). Ce principe appliqué méthodiquement a grande

¢échelle constitue I’enfleurage (Singh, 2008).

11.2.3.1.5. Hydrodistillation assistée par micro-ondes

La capacité du rayonnement micro-ondes a chauffer efficacement un matériau solide peut également
étre utilisée pour obtenir des huiles essentielles (Pangarkar, 2008). En effet, I'nydrodistillation
assistée par micro-ondes est une technique d'hydrodistillation avancée utilisant un four a micro-

ondes dans le processus d'extraction.

Cette technique est caractérisée par une capacité de performance d'extraction élevée et rapide avec
une consommation de solvant moindre et une protection offerte aux constituants thermolabiles.
Cela a rendu le processus d'extraction moins énergivore et plus durable (Rassem et al., 2016;
Stratakos et Koidis, 2016), minimisant ainsi lI'impact environnemental en émettant moins de CO2

dans lI'atmosphére (Rassem et al., 2016).

11.2.3.2. Composants chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels tres complexes qui peuvent contenir environ 20 a
60 composants a des concentrations assez différentes (Bakkali et al., 2008). Deux groupes d'origine
biosynthétique distincte composent les huiles essentielles. Un groupe principal composé de dériveés
terpénoides et un autre groupe constitué de dérivés phénylpropanoides, tous caractérisés par un faible

poids moléculaire (Fokou et al., 2020).
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11.2.3.2.1. Terpenes

Les terpénes forment des classes structurellement et fonctionnellement différentes. Ils sont fabriqués

a partir de combinaisons de plusieurs unités a base de 5 carbones (C5) appelées isopréne (Bakkali et

al., 2008). Les terpénes sont les constituants les plus courants des huiles essentielles, ils représentent

80% de leur composition (Fokou et al., 2020). Ils sont fabriqués a partir d'unités d'isopréne.

Les huiles essentielles se composent principalement de monoterpénes (C10) et de sesquiterpenes

(C15) mais aussi d’hémiterpenes (C5), de diterpenes (C20), de triterpénes (C30) et de tétraterpénes

(C40) a tres faible concentration avec leurs dérives oxygénés, respectivement. Cette diversité

chimique et structurelle est principalement due aux variations du nombre de répétitions d'unités

d'isoprene, les réactions de cyclisation et les réarrangements (Stephane et Jules, 2020) (Figure 15).
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Figure 15 : Structures chimiques de certains composants des huiles essentielles
(Stephane et Jules, 2020)
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11.2.3.2.1.1. Monoterpénes

Les monoterpénes sont formés a partir du couplage de deux unités isoprene (C10). Ce sont les
molécules les plus représentatives constituant 90% des huiles essentielles et permettant une grande
variété de structures. lls se composent de différentes fonctions notamment les fonctions carbures,
alcools, aldéhydes, cétone, ester, éthers, peroxydes et phénols (Bakkali et al., 2008; Stephane et
Jules, 2020).

De nombreux monoterpénes possédent des propriétés pharmacologiques notamment
antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antioxydantes, antiprurigineuses, hypotensives et

analgésiques (Zielin'ska-Blajet et Feder-Kubis, 2020).

11.2.3.2.1.2. Sesquiterpénes

Les sesquiterpenes sont d'autres composants majeurs des huiles essentielles et sont moins volatils
que les monoterpénes (Stephane et Jules, 2020). Les sesquiterpenes sont formés de I'assemblage de
trois unités isopréne (C15). L'extension de la chaine augmente le nombre de cyclisations ce qui
permet une grande variété de structures. La structure et la fonction des sesquiterpenes sont similaires

a celles des monoterpénes (Bakkali et al., 2008).

11.2.3.2.2. Composés aromatiques

Dérivés du phénylpropane, les composés aromatiques sont moins fréquents que les terpenes.
Cependant, leur présence confére aux huiles essentielles une saveur, une odeur et un piquant
significatifs (Fokou et al., 2020). Les voies de biosynthése des terpénes et des deérives
phénylpropaniques sont généralement séparées chez les plantes mais peuvent coexister chez

certaines, une voie majeure prenant le relais (Bakkali et al., 2008).

11.3. Méthodes d’analyses

11.3.1. CCM /HPTLC

La chromatographie sur couche mince (CCM) implique l'utilisation d'un mécanisme d'adsorption
pour séparer un composé d'un mélange. La séparation est basée sur l'interaction entre les composés
dans un mélange et une phase stationnaire. Ce procédé est applicable dans la séparation de composeés
a faible poids moléculaire (Ingle et al., 2017). Au cours de cette technique, la phase stationnaire est
géneralement constituée de silice. L’extrait est appliqué dans la partie inférieure de la plaque puis

cette derniere est soigneusement insérée dans la chambre de séparation contenant la phase mobile.
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Les composes contenus dans le mélange migreront a différentes positions sur la plaque en fonction
de leur affinité différentielle pour la phase solide et la phase mobile. Chaque composé séparé est

identifié en calculant son facteur de retardement (Abubakar et Haque, 2022).

La CCM ou sa version plus sophistiquée la chromatographie en couche mince haute performance
(HPTLC) sont des méthodes d’analyse utilisées pour la comparaison rapide d'une série d'échantillons
avec du matériel de référence. La HPTLC peut étre considérée comme une méthode établie avec une
application dans le contr6le de la qualité conforme aux bonnes pratiques de fabrication des
médicaments a base de plantes et de leurs préparations. Le couplage CCM/HPTLC avec la
spectrométrie de masse a considérablement augmenté les informations spectrales sur des composés

sélectionnés (Bucar et al., 2013).

11.3.2. Chromatographie liquide haute performance (CHLP ou HPLC)

Cette technique utilise le mécanisme d'adsorption pour obtenir une séparation efficace. Elle permet
en effet 1’utilisation de billes plus petites limitant les phénomenes de diffusion et donc donnant lieu a
des pics plus fins que la chromatographie liquide classique. Mais 1’utilisation de billes plus petites

nécessite 1’utilisation de pression plus grande pour faire passer le liquide a travers la colonne.

Elle convient a la séparation des composés organiques et inorganiques. La phase mobile est un
solvant approprié, tandis que la phase stationnaire est constituée de particules solides étroitement
lices. La séparation est initiée via l'interaction des composés dans le mélange avec la particule solide
de la phase stationnaire (Sasidharan et al., 2011 ; Ingle et al., 2017).

L'appareil se compose d'un réservoir de solvant, d'un injecteur d'échantillon, d'une pompe a pression,
d'un tube HPLC et d'une diode détecteur (Abubakar et Haque, 2022) (Figurel6).
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Figure 16 : Composition d’un appareil de CHLP (CIBAC, 2009)

La CHLP peut étre couplée avec différentes méthodes de détection spectroscopique comme PDA,

MS ou RMN offrant ainsi plusieurs fagons d'identifier le matériel végétal (Bucar et al., 2013).

11.3.3. Chromatographie liquide couplée a la spectroscopie de masse (LC-MS)

Dans l'industrie pharmaceutique, la LC-MS est devenue une méthode de choix a de nombreuses
étapes du développement de médicaments. Les avancées récentes incluent les techniques d'électro-
pulvérisation, de thermo-pulvérisation et d'ionisation par pulvérisation ionique qui offrent des

avantages uniques de sensibilité et de spécificité de détection élevées (Doughari, 2012).

11.3.4. Chromatographie Liquide coupée a la Résonance Magnétique Nucléaire
(LC-NMR)

La combinaison de la technique de séparation chromatographique avec la spectroscopie RMN est
I'une des méthodes les plus puissantes et les plus rapides pour la séparation et I'élucidation
structurelle de composés et de mélanges inconnus, en particulier pour I'¢lucidation de la structure des

substances sensibles a la lumiére et a I'oxygéne (Doughari, 2012).
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La techniqgue LC-NMR en ligne permet I'enregistrement continu des changements de temps tels
qu'ils apparaissent dans le cycle chromatographique. L'acquisition et le traitement automatisés des

données en LC-NMR améliorent la vitesse et la sensibilité de la détection (Daffre et al., 2008).

11.3.5. Chromatographie gazeuse (GC)

Le mécanisme de la chromatographie gazeuse repose sur la partition. Deux solvants non miscibles
sont utilisés : I'un sous forme gazeuse (phase mobile) et l'autre sous forme liquide adsorbé a la
surface d'un solide inerte pour servir de phase stationnaire (Doughari, 2012). Les avantages de cette
méthode incluent la capacité de séparer le matériel végétal contaminé par des pesticides volatils
(Abubakar et Haque, 2022). Par ailleurs, la chromatographie gazeuse bidimensionnelle (GC-GC) et
la GC multidimensionnelle (MDGC) en combinaison avec l'analyse de données multi-variées

(MVDA), ont rendu I'analyse des composés volatils encore plus informative (Bucar et al., 2013).

11.3.6. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC-MS)

L'équipement de chromatographie en phase gazeuse peut étre directement interfacé avec un
spectromeétre de masse a balayage rapide de différents types. Le débit de la colonne capillaire est
généralement suffisamment faible pour que la sortie de la colonne puisse étre introduite directement
dans la chambre d'ionisation du spectrometre de masse (Doughari, 2012).

Le détecteur de masse le plus simple en GC est le « lon Trap Detector (ITD) ». Dans cet instrument,
des ions sont créés a partir de I'échantillon €lué par impact d'électrons ou ionisation chimique et
stockés dans un champ de radiofréquence ; les ions piégés sont ensuite éjectés de la zone de stockage
vers un détecteur multiplicateur d'électrons. L'éjection est commandée de sorte qu'un balayage sur la

base du rapport masse sur charge est possible (Philipson, 2007).

11.3.7. Chromatographie en fluide supercritique

La chromatographie en phase liquide supercritique (SFC) est un hybride de la chromatographie en
phase gazeuse et liquide qui combine certaines des meilleures caractéristiques de chacune. Cette
technique est un type important de chromatographie sur colonne qui commence a trouver une
utilisation dans de nombreux laboratoires industriels, réglementaires et universitaires. La SFC est
importante car elle permet la séparation et la détermination d'un groupe de composés qui ne sont pas

facilement manipulés par la chromatographie en phase gazeuse ou liquide. La SFC a été appliquée a
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une grande variété de matériaux, y compris les produits naturels, les médicaments, les aliments et les
pesticides (Doughari, 2012).

11.3.8. Méthodes spectroscopiques

Plusieurs méthodes ont été utilisées dans l'identification de composés a partir d'extraits de plantes
médicinales. 1l comprenait la détection du groupe fonctionnel, la présence de plusieurs liaisons et
anneaux, l'arrangement de I'hydrogene et du carbone ainsi que I'élucidation structurelle complete
(Doughari, 2012; Banu et Cathrine, 2015). Les techniques utilisées comprennent la spectroscopie
de masse (MS), la spectroscopie ultraviolette (UV), la spectroscopie par résonance magnétique

nucléaire (RMN) et la spectroscopie infrarouge (IR).

11.3.8.1. Spectroscopie de masse (MS)

Cette méthode est utile pour I'identification de composeés sur la base de la structure chimique et du
poids moléculaire. L'objectif est de séquencer et d'identifier un composé inconnu dans un mélange
(MVS et al., 2015). Le processus commence par le bombardement d’une molécule organique avec

un électron et sa conversion en ions chargés tres énergétiques.

Le signal est d'abord détecté en utilisant une énergie d'ionisation électronique de 70 eV ; de plus, les
spectres d'échantillon sont détectés et enregistrés sous forme de pic de pourcentage. Les composes
sont identifiés en fonction de leur masse moléculaire relative et de leur poids moléculaire (Ingle et
al., 2017).

11.3.8.2. Spectroscopie ultraviolette (UV)

Cette méthode est adaptée a I'analyse qualitative et quantitative des composés présents dans l'extrait
de plante. Divers métabolites secondaires tels que les phénols, les anthocyanes, les tanins et les
colorants polymeres ont pu étre détectés a certaines fréquences. Le contenu phénolique total et

d'autres métabolites secondaires peuvent étre établis a I'aide de cette technique.

Des fréquences specifiques ont éeté utilisées pour identifier les flavonoides (320 nm), les composés
phénoliques (280 nm), les anthocyanes (520 nm) et les acides phénoliques (360 nm) (Banu et
Cathrine, 2015; Altemimi et al., 2017).
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11.3.8.3. Spectroscopie par résonance magnetique nucléaire (RMN)

Cette technique accorde plus d'attention aux propriétés physiques de la molécule bioactive telles que
le nombre et le réseau d'atomes de carbone, la présence d'isotopes de carbone, d'atomes d'hydrogéne
et de protons. Elle décrit également comment les atomes sont disposés dans une molécule (MVS et
al., 2015; Banu et Cathrine, 2015; Altemimi et al., 2017).

11.3.8.4. Spectroscopie infrarouge (IR)

Cette meéthode tente d'évaluer les groupes fonctionnels présents dans un composé.
La connaissance du groupe fonctionnel permet de définir les propriétés physiques et chimiques d'un
composé donné. De plus, des liaisons simples, doubles et multiples sont identifiées par ce processus
(Sasidharan et al., 2011; Ingle et al., 2017).

La technique consiste a faire passer un composé organique a travers un rayonnement infrarouge, qui
est absorbé a certaines fréquences. Les échantillons liquides sont identifiés a l'aide de plaques de
chlorure de sodium, tandis que les échantillons solides sont déterminés a l'aide de bromure de
potassium broyé et comprimé en une fine pastille. Le résultat est enregistré sous la forme d'un
spectre qui est un pourcentage de transmission. Enfin, les spectres sont analyses ; les pics obtenus a
un certain nombre d'ondes sont comparés a la référence standard (Sasidharan et al., 2011; Banu et
Cathrine, 2015; Altemimi et al., 2017).

34



Chapitre III

Activités pharmacologiques



Chapitre 11 : Activités pharmacologiques

Ce chapitre a pour principal objectif la présentation théorique des différentes méthodes

d’évaluation des activités pharmacologiques abordées dans cette thése.

I11.1. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation peut étre considérée comme la premiére réponse d'un tissu vivant a une blessure
et peut apparaitre suite a une infection, une agression par des facteurs physiques (traumatisme,
rayonnement, température), ou des substances chimiques (produits chimiques irritants et
corrosifs) ainsi que des réactions de nécrose tissulaire et d’hypersensibilité. Elle se caractérise
didactiquement par le quintet suivant : rougeur (rubor), chaleur (calor), cedéme (tumeur),
douleur (dolor) et dysfonctionnement des organes concernés (functio laesa) (Silva, 2016).
Selon sa durée, I’inflammation est qualifiée d’aigué ou de chronique. L’inflammation aigué est
transitoire et programmeée pour se résoudre. L’échec de cette résolution entraine I’installation
d’une inflammation chronique qui sera a I’origine d’une fibrose et 1’apparition d une pathologie
(Oronsky et al., 2022). Le passage a la chronicité se produit lorsque la réponse inflammatoire
est inégale pour éliminer les stimuli antigéniques, tels que les corps étrangers ou les micro-
organismes, ou d'autres déclencheurs inflammatoires, notamment les cristaux d'urate, les
cristaux de cholestérol, la silice et la production excessive d'especes réactives de l'oxygéne
(ROS) (Pahwa et al., 2022).

Bien que les processus de réponse inflammatoire dépendent de la nature précise du stimulus
initial et de sa localisation dans le corps, ils partagent tous un mécanisme commun, qui peut
étre réesumé comme suit (Chen et al., 2018) (Figure 17) :
1) les récepteurs de surface cellulaire reconnaissent les stimuli nuisibles dont les plus
importants sont les récepteurs Toll Like (TLR) ;
2) les voies inflammatoires sont activées notamment les voies NF-kB, MAPK et JAK-
STAT ;
3) les marqueurs inflammatoires telles que les cytokines inflammatoires (IL-1p, IL-6,
TNF-a) et les proteines et les enzymes inflammatoires (CRP, haptoglobine, fibrinogéne)

sont libérés suite a I’activation des cellules inflammatoires (macrophages, adipocytes)
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par les stimuli. Ces molécules servent de bio-marqueurs pour le diagnostic, le pronostic

et la prise de décision thérapeutique des maladies (Goldstein et al., 2009) ;

4) les cellules inflammatoires sont recrutées suite au déclenchement de la cascade

inflammatoire. Les premiéres cellules attirées vers un site de blessure sont les

neutrophiles, suivies des monocytes, des lymphocytes (des cellules NK, des cellules T

et des cellules B) et des mastocytes (Stramer et al., 2007).
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Figure 17 : Différentes étapes de la réponse inflammatoire d’un tissu.
(Villeneuve et al., 2018).

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire peut étre réalisée par des méthodes in vivo

et in vitro.

111.1.1. Tests In vivo

Le processus inflammatoire implique une série d'événements qui peuvent étre provoqués par

de nombreux stimuli. Les réponses inflammatoires se produisent en trois phases distinctes,

chacune apparemment médiée par des mécanismes différents :

%+ Une phase aigué : caractérisée par une vasodilatation locale et une augmentation de la

perméabilité capillaire ;

% Une phase subaigué : caractérisée par une infiltration de leucocytes et de cellules

phagocytaires ;

%+ Une phase proliférative chronique : caractérisée par la dégénérescence et la fibrose
tissulaires (Vino, 2014).
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En fonction de ces phases, des tests pharmacologiques ont été développés. Les tests les plus

utilisés sont représentés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Tests pharmacologiques pour 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire In vivo

Phases aigué et subaigué Phase proliférative chronique
- Erythéme UV chez le cobaye - Granulome induit par les pellets de coton
- Perméabilité vasculaire - Granulome en batonnet de verre

- (Edéme de l'oreille induit par I'oxazolone | - Granulome spongieux
chez la souris

- (Edéme de l'oreille a I'huile de Croton chez
les rats et les souris

- (Edéme de la patte chez le rat

- Tests de pleurésie

(Vino, 2014).

111.1.2. Tests In vitro

Un ensemble de substances physiologiques telles que 1’histamine, la bradykinine,
la sérotonine, la substance P, les prostaglandines, les leucotriénes et les cytokines sont
impliquées dans le processus d'inflammation et de réparation. Leur découverte a permis le
développement de nombreux tests pour la détermination des mécanismes d’action In vitro
(Vino, 2014).

Les tests les plus utilisés sont le test d’inhibition des cyclooxygénases 1 et 2, les tests
d’inhibitions des cytokines (IL1, IL6, IL8, TNF alpha), le test de liaison au récepteur H3 de la
substance P, le test de liaison au récepteur de la bradykinine et le test d’inhibition du facteur

nucléaire kB, iske!

111.2. Activité antalgique

La distinction entre la nociception et la douleur est importante a considérer lors de l'utilisation
de modeles murins précliniques. La nociception correspond aux mécanismes par lesquels les
stimuli nocifs sont détectés par le systéeme nerveux périphérique, codés, transférés et traités
inconsciemment par le systétme nerveux. La détection est assurée par des transducteurs

moléculaires spécifiques portés par des neurones nociceptifs dont les corps cellulaires sont
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regroupes dans la racine dorsale ou les ganglions trigéminaux. Ce signal afférent est ensuite
traité par des réseaux complexes au sein de la corne dorsale de la moelle épiniére (Todd, 2010)
ou son équivalent dans le tronc cérébral. Ce traitement est sous l'influence a la fois
d'informations sensorielles et de contrdles descendants du cerveau. La nociception comprend
également une partie du traitement de I'information par le cerveau ainsi que certaines réponses

réflexes pour protéger I'organisme (Rhudy et al., 2005; Barrot, 2012) (Figure 18).

A Pain Circuits B Nociceptive Signals = Sensitization
Pain Brain

ya = By A Nociceptive — &~

(-0) (4":3 ——Ca
. ()
PAR
NS N
&e CONW - CaMKIl
oGl /7193 N
@ 3 PLC = PKC
mGluR A
|
e o | .
Afferent @ <= }‘ ERK Postsynaptic
Neuron @ ® o NMDAR / A Neuron
Akt
- =4
@ >¢ // GluR2-tacking
] AMPAR AMPAR
TrkB ..(\ TNFR1
(I . = <_—-/ <">/ .
. e AMPAR Trafficking -
[ e « TNF -
o ®nn A -
~
: |
s
LPS & 1 Re . 5
Microglia

Figure 18 : Schéma simplifié des principales voies nociceptives (Grau et al., 2017).

En revanche, la douleur est une expérience consciente qui nécessite le traitement cortical et
I'interprétation aversive de I'information nociceptive (Benarroch, 2006). C'est une expérience
subjective et complexe avec une composante affective nécessaire, accompagnée de
composantes sensorielles discriminatives, autonomes et cognitives (Barrot, 2012). Bien que la
nociception et la douleur semblent étroitement liées, les preuves cliniques ont également prouve

qu'elles peuvent étre dissociées I'une de l'autre (Barrot, 2012 ; Mischkowski et al., 2018).

La douleur est évaluée et quantifiée par I'expression verbale chez 1’étre humain, ce qui n'est pas
possible chez les rongeurs.
Ainsi, ce que I'on appelle communément les « tests de douleur » chez les animaux de laboratoire

sont en realité des tests nociceptifs, et la mesure preclinique de la douleur elle-méme reste
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encore un défi dans le domaine (Barrot, 2012). Il existe plusieurs tests In vivo d’évaluation de

la nociception périphérique et centrale, les plus utilisés sont représentés dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Tests de nociception in vivo

Tests Type Stimuli Especes Nociception
animales
Test a la plaque Thermique | Température fixe Rat, souris Centrale
chauffante
Test a la plaque froide | Thermique | Température fixe Rat, souris Centrale
Tail flick test Thermique | Température fixe Rat, souris Centrale
Writhing test Chimique _Injection Souris Périphérique
intrapéritonéale
Plantar® test Thermique | Température fixe Rat, souris Centrale
. __ Iniection dans | . Centrale/
Test au formaldéhyde Chimique njection dans la Rat, souris L
patte périphérique
Test de Von Frey Mécanique | Pressions multiples Rat, souris Périphérique
Test de Randall-Selitto | Mécanique Pression Rat Périphérique
Strain gauges test Mécanique Pression Rat Périphérique

(Randall et Selitto, 1957; Koster et al., 1959; Dubuisson et Dennis, 1977;
Kitchen et Crawder, 1985; Barrot, 2012)

Par ailleurs, I’activité antalgique centrale peut étre évaluée par certaines méthodes In vitro,

notamment, le test de liaison au récepteur de la nociceptine (Varani et al., 1999), le test de

liaison au H3-naloxone (Pert et Snyder, 1974), le test de liaison au récepteur de la vanilloide

(capsaicine) (Acs et al., 1994) et le test de liaison aux récepteurs des cannabinoides (Compton

etal., 1994).

39




I11.3. Activité cicatrisante

Une plaie peut étre définie comme une rupture aigué ou chronique de la continuité cellulaire et
anatomique ou fonctionnelle des tissus vivants provoquée par des facteurs internes ou externes
(Teixeira et al., 2020). La cicatrisation est un processus naturel dynamique de restauration de
I'intégrité des tissus dermiques et épidermiques qui se déroule en trois phases interdépendantes
et imbriquées : la phase inflammatoire, la phase proliférative et la phase de remodelage ou
d'épithélialisation (Gushiken et al., 2016) (Figure 19).
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Figure 19 : Phases de la cicatrisation (Brigas-Dos Santos et al., 2018)

Les plaies représentent I'un des premiers motifs de consultation en médecine vétérinaire.
De ce fait, le choix du traitement est primordial afin d'éviter les complications et d'obtenir une
cicatrisation rapide et de qualité.

Les produits naturels sont largement utilisés dans la cicatrisation des plaies, en particulier les
huiles essentielles qui ont montré des résultats prometteurs dans les études précliniques sur la
cicatrisation des plaies (Gushiken et al., 2016). Ces substances naturelles pourraient constituer

une alternative intéressante pour le traitement des plaies chez les animaux.

Les modeles les plus largement utilisés pour évaluer la cicatrisation sont les modéles des plaies
incisionnelles et excisionnelles sur les rongeurs. Ces plaies sont dites de pleine épaisseur et

impliquent I'incision ou I'excision de I'épiderme, du derme, des tissus sous-cutanés et de la
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couche musculaire sous-jacente trouvée chez les rongeurs le panniculus carnosus (Tomlinson
et Ferguson, 2003 ; Birch et al., 2005).

Les plaies cutanées incisionnelles et excisionnelles permettent une évaluation qualitative et
quantitative des traitements a toutes les étapes de la réparation de la plaie, y compris la
formation de tissu de granulation, la résolution de la réponse inflammatoire, le taux de
réépithélialisation, la mesure de la résistance de la plaie et I'évaluation de la cicatrisation

(Tomlinson et Ferguson, 2003).

A I'heure actuelle, il n'y a pas de modeéles In vivo de plaies chroniques non cicatrisantes qui
peuvent imiter de maniére adéquate les changements cellulaires et moléculaires observés dans
certaines situations cliniques telles que l'ulcere veineux (Morris et al., 1997). De plus, il
n'existe pas de modéles rongeurs de cicatrices chéloides ou hypertrophiques (Leenen et al.,
1994).

I11.4. Activité antiulcéreuse

L'ulcére peptique est une maladie gastro-intestinale multifactorielle fréquente chez certaines
espéces animales, notamment les especes sportives. La formation d’ulcére gastrique passe par
plusieurs stades de développement de la muqueuse gastrique, a savoir I’inflammation, 1’érosion
puis "ulcére proprement dit (Figure 20). Les ulcéres gastriques sont généralement causés par
une perturbation de I'équilibre entre les facteurs agressifs (pepsine et acide chlorhydrique) et
les facteurs défensifs de la muqueuse gastrique, tels que le flux sanguin, le mucus et la sécrétion
de bicarbonate (Souza et al., 2011).
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Figure 20 : Stades de développement de 1’ulcére gastrique [2], [3].

Plusieurs facteurs peuvent favoriser ce déséquilibre ; parmi lesquels un traitement prolongé
avec des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), le stress, I'intensité de I'activité physique,
une gestion alimentaire inappropriée, une prédisposition génétique, une maladie systémique,
des infections a Helicobacter pylori et Helicobacter equorum et l'ingestion de toxiques
(Martinez et Silveira, 2006; Parrah et al., 2013). L'incidence de l'ulcére gastrique a été
enregistrée entre 25 et 50 % chez les poulains et entre 80 et 90 % chez les chevaux de sport
adultes (Murray, 2009) ; contre 48 % chez les chiens de sport (Parrah et al., 2013). Par ailleurs
: l'ulcere gastrique est peu fréquent chez le chat avec moins de 30 cas rapportés (Liptak et al.,
2002). Le traitement medicamenteux de l'ulcere peptique a été rendu possible en grande partie
par la disponibilité des inhibiteurs de la pompe a protons, des bloqueurs des récepteurs de
I'nistamine et des analogues de la prostaglandine (Rengarajan et al., 2012).

Les effets secondaires de ces médicaments ont été rapportés chez I'hnomme, mais n'ont pas
encore €té étudiés chez I'animal. Par ailleurs, diverses plantes sont utilisées dans les médecines
complémentaires et alternatives pour la prise en charge de l'ulcere gastrique, en raison de leur
toxicité minimale et de leur plus grande efficacité (Afroza et al., 2014). A titre d’exemple, les
extraits d'Hippophae rhamnoides et de Casearia sylvestris sont utilisés dans la prévention de la

formation d'ulceres gastriques en médecine équine (Martinez et Silveira, 2006).
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Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer 1’activité antiulcéreuse d’extraits et de

substances a effet gastroprotecteur, parmi lesquelles :

111.4.1. Ulcere induit par ligature du pylore

La méthode de I'ulcére gastrique induit par ligature du pylore chez le rat est une technique
simple et fiable mise en place par Shay et al., (1945). La production d'ulcération est causée par
I'accumulation de suc gastrique acide dans I'estomac aprés ligature du pylore.

Le pylore est ligaturé, en veillant a ce qu'il n'y ait ni dommage a I'approvisionnement en sang
ni traction sur le pylore. Les composes a tester sont administrés soit par voie orale par gavage,
soit par injection sous-cutanée.

Les animaux sont placés en observation tout au long de I’expérience puis sacrifiés sous
anesthésie. L'estomac est retiré et le contenu gastrique est drainé puis titré pour mesurer I’acidité

totale. Le nombre d'ulcéres est noté et la gravité enregistrée par 1’attribution de scores.
111.4.2. Ulceres induits par I'indométacine chez le rat

Les anti-inflammatoires non stéroidiens, comme l'indométacine et I'acide acétylsalicylique,
sont a I’origine de lésions gastriques chez I'hnomme et les animaux de laboratoire par inhibition
de la cyclo-oxygénase entrainant une formation moindre du prostanoide prédominant produit

par la muqueuse gastrique, la prostacycline.

Cette méthode consiste a administrer les substances a tester dix minutes avant I’administration
de I’'indométacine a la dose de 20mg/kg, le tout par voie orale. Six a huit heures plus tard, les
rats sont sacrifiés sous anesthésie et leurs estomacs sont prélevés. Les longueurs des diameétres
les plus longs des Iésions sont mesurées et additionnées pour donner un score de lésion total

(en mm) pour chaque animal, le nombre moyen pour chaque groupe étant calculé.

D’autre part, en remplacement de I'indométacine, les lésions gastriques peuvent étre induites
par des doses intraveineuses ou orales d'aspirine qui peuvent étre prévenues par des PGE2 ou
PGI2 exogenes (Konturek et al., 1981). De plus, la réserpine a une dose de 8 mg/kg i.p., ou le
chlorhydrate de cystéamine a une dose de 400 mg/kg s.c. a éte administré pour induire des
ulceres chez le rat (Tarutani et al., 1985).

111.4.3. Ulcere induit par I'éthanol chez le rat
L'application intra-gastrique d'éthanol absolu est une méthode reproductible pour produire des

lésions gastriques chez les animaux de laboratoire (Robert et al., 1979; Szabo et al., 1981).
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Ces lésions peuvent étre au moins partiellement inhibées par divers médicaments, comme
certaines prostaglandines. La méthode a été modifiée par plusieurs auteurs. Une méthode a été
décrite pour quantifier objectivement I'étendue des lésions gastriques induites par I'éthanol en
utilisant un densitometre a transmission pour mesurer la densité optique du négatif

photographique de la mugueuse de I'estomac (Witt et al., 1985).

Cette méthode repose sur I’administration par voie intra-gastrique des extraits et des substances
a tester une demi heure avant 1’administration de 1’éthanol absolu. Une heure plus tard, les
animaux sont euthanasiés et leurs estomacs excisés et étirés site muqueux vers le haut. Les
scores subjectifs des tissus traités sont enregistrés ; la réponse graduée refléte le moins (0) au
plus (3) dommage. Des paires de tissus de chaque estomac sont examinées pour minimiser les
erreurs d'échantillonnage. Des photographies sont prises, le film est traité de maniére standard

et une planche contact est réalisée a partir des négatifs.

Un densitometre a transmission lumineuse est utilisé pour évaluer les négatifs. La densité
optique des tissus de test est déterminée en plagant chaque zone du négatif en séquence sur
I'ouverture a travers laquelle la lumiére est transmise. La densité optique est affichée sur une
lecture numérique et enregistrée. Les zones hémorragiques ou endommagées apparaissent
claires sur le négatif, tandis que les tissus non endommagés apparaissent sombres. Par
conséquent, des valeurs de densité optique inférieures indiquent des dommages tandis que des
densités optiques plus élevées sont associées a peu ou, comme dans le cas du controle, a aucun

dommage.

111.4.4. Ulcere gastrique subaigu chez le rat

Il s’agit d’une méthode décrite par Ezer (1988) pour produire des ulcéres gastriques subaigus
standard chez le rat et pour I'évaluation quantitative du processus de cicatrisation.

Au cours de cette expérience, les rats sont anesthésiés et un cathéter en polyéthyléne
comprenant un fin fil d'acier est inséré par voie orale dans I'estomac. Apres que la canule a
atteint la paroi gastrique, I'extrémité supeérieure du fil d'acier est pressee de maniére definitive,
de maniére a perforer la paroi gastrique. Chaque rat est maintenu dans la méme position pendant
I'intervention afin de localiser la ponction. Les substances a tester sont administrées par voie
orale, 30 min ou 24 h apreés la ponction. Cicatrisation (Takagi et al., 1969; Okabe et Pfeiffer,
1972; Ezer 1988).
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Les animaux sont sacrifiés par surdosage d'éther apres ponction. L'estomac est disséqué et
ouvert le long de la petite courbure, abondamment rince a I'eau du robinet et fixé a l'extrémité
d'un tube en polyéthylene de 10 mm de diamétre (embout en plastique d'une pipette
automatique) en position avec l'ulcere perforé au centre. L'extrémité du tube avec la paroi
gastrique est suspendue dans un bécher contenant du sérum physiologique, et la pression dans
le tube est progressivement augmentée avec une bille en caoutchouc a valve reliée a l'autre
extrémité du tube. La troisieme partie du systéme est un tonomeétre calibré jusqu'a 1 bar. On
note la valeur de la tension a laquelle les bulles apparaissent au niveau de la paroi gastrique
ulcéreuse. Cette valeur est appelée résistance a la traction et peut étre exprimée en mm Hg. La
guérison des ulcéres gastriques peut étre exprimée par le calcul du taux de cicatrisation réf
biblio (Takagi et al., 1969; Okabe et Pfeiffer, 1972; Ezer 1988).

I11.4.5. Ulcere induit par ischémie-reperfusion gastrique chez le rat

Le principe de cette méthode repose sur I'effet de I’endothéline, un inhibiteur de I'enzyme de
conversion, sur les lésions gastriques locales d'ischémie-reperfusion chez le rat (Hassan et al.,
1997). L'endothéline-1 est dotée de puissants effets ulcérogenes dans I'estomac (Wallace et al.,
1989).

Les rats mis en expérimentation sont anesthésiés et I'estomac est exposé par une laparotomie
médiale. L'artere gastrique gauche est clampée par une petite pince vasculaire pendant 5 min
pour induire une ischémie et 30 min de reperfusion se fait en relachant la pince. Un
prétraitement avec le médicament d'essai ou I'étalon est administré immédiatement avant
I'induction de l'ischémie. A la fin de I'expérience, les rats sont sacrifiés par dislocation cervicale.
L'estomac est fixé avec du formol tamponné a 10 % et photographié pour une évaluation
macroscopique des blessures. Pour I'évaluation des Iésions microscopiques, un échantillon de
corpus a 0,5 cm sous la créte limitante contenant toute la largeur de la paroi antérieure est
prélevé sur chaque estomac et traité pour une évaluation histologique ultérieure.

Un planimetre relié a un ordinateur permet de tracer la Iésion macroscopique de la muqueuse a
partir de photographies couleur. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la surface totale

de la muqueuse glandulaire.
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I11.5. Activité antidiabétique

Le diabete sucré est un syndrome métabolique caractérise par une hyperglycémie qui résulte
d’un déficit de sécrétion d'insuline ou d’une sensibilité a I'insuline dans les tissus cibles ou les
deux (Gilor et al., 2016).

Le diabéte sucré est une maladie couramment rencontrée en médecine canine et féline. Les
caractéristiques cliniques décrites sont rarement observées chez d'autres grands animaux
domestiques tels que les chevaux, les bovins, les buffles, les porcs et dautres petits ruminants
(Niaz et al., 2018).

Le diagnostic de la maladie repose principalement sur 1’existence des signes cliniques
classiques, a savoir, la polyphagie, la polyurie, la polydipsie et la perte de poids ainsi que la

persistance de I’hyperglycémie et de la glycosurie (Behrend et al., 2018).

Bien que les mécanismes étiopathogéniques ne soient pas complétement identiques entre
I’homme et I’animal, le « modéle humain » fournit un guide pour l'identification et la
différenciation des différentes formes de la maladie chez les animaux (Nelson et Reusch,
2014).

L’hyperglycémie enregistrée au cours du diabete pourrait étre la conséquence de plusieurs
facteurs notamment, une diminution de la sécrétion d’insuline, une insulino-résistance, une
réabsorption du glucose et une augmentation de la production de glucose (Figure 21). Cette

physiopathologie du diabete est a I’origine de sa classification en plusieurs types.

Le diabete est ainsi classé en quatre types en fonction de I'étiopathogénie de la maladie.
Le diabete de type 1 est associé a la destruction des cellules béta a médiation immunitaire
conduisant a une carence absolue en insuline. Le diabéte de type 2 se caractérise par une
altération de la sécretion d'insuline associée a une resistance a l'insuline, ne nécessitant pas
toujours de I’insuline pour sa prise en charge et se développe généeralement chez les patients
agés, inactifs et obéses. Le troisieme type, « autres types spécifiques », résulte de 1’existence
de maladies sous jacentes notamment, les maladies pancréatiques primaires et les
endocrinopathies telles que I'nyperadrénocorticisme et I'nypersomatotropisme. Le dernier type

est le diabéte gestationnel (Nerhagen et Mooney, 2017).
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Figure 21 : Physiopathogénie du diabete [4]

Les modeles animaux expérimentaux sont l'une des meilleures stratégies pour comprendre la
physiopathologie de toute maladie afin de concevoir et de développer des traitements. De
nombreux modéles animaux ont été congus au cours des dernieres décennies pour étudier le
diabete sucré et tester les agents antidiabétiques selon des méthodes chimiques, chirurgicales
et génétiques. Parmi les méthodes les plus utilisées pour 1’évaluation de 1’activité

antidiabétique :

I11.5.1. Diabete induit par I'alloxane

Le diabéte induit par I'alloxane est I'un des modeles largement utilisés pour induire le diabéte
sucré de type | chez les animaux de laboratoire. L'alloxane s'est avéré sélectivement toxique
pour les cellules béta pancréatiques car il s'accumule préférentiellement dans ces derniéres sous
forme d'analogues du glucose. De plus, l'action cytotoxique de l'alloxane est médiée
principalement par la génération d'espéces reactives de I'oxygéne (ROS) (Ankur et Shahjad,
2012).

En effet, I'action toxique de l'alloxane sur les cellules béta pancréatiques implique I'oxydation
des sulfhydryles essentiels (groupes -SH), I'inhibition de I'enzyme glucokinase, la génération

de radicaux libres et des perturbations de I'homéostasie du calcium intracellulaire (Dunn et
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McLetchie 1943; Ankur et Shahjad, 2012). Le mécanisme sous-jacent implique I'absorption
sélective du composé en raison de sa similitude structurelle avec le glucose ainsi qu'au

mécanisme d'absorption trés efficace des cellules béta pancréatiques (Lenzen, 2008).

L'hyperglycémie et la glycosurie apparaissant aprés administration d'alloxane ont été décrites
chez plusieurs espéces, notamment, le chien (Tasaka et al.. 1988), le lapin (Baily et Baily,
1943) et le rat (Dunn et McLetchie 1943). Les cochons d’inde se sont avérés résistants. La
posologie et le schéma thérapeutique ont été elaborés pour les espéces les plus freqguemment
utilisées. Chez la plupart des espéces, une évolution triphasique est observée : une augmentation
initiale de la glycémie est suivie d'une diminution, probablement due a la déplétion des Tlots

d'insuline, a nouveau suivie d'une augmentation soutenue de la glycémie.

111.5.2. Diabéte induit par la streptozotocine

La cytotoxicité spécifique de la streptozotocine pour les cellules béta du pancréas a été signalée
par Rakieten et ses collaborateurs (1963), en mettant en évidence son l'activité diabétogene
(Rakieten et al., 1963).

La streptozotocine est un antibiotique naturel produit par I'espéce bactérienne Streptomyces
achromogenes (Rees et Alcolado, 2005). C'est un analogue structurel de la N-acétyl
glucosamine qui agit comme un puissant agent alkylant qui entraine une perturbation du
transport du glucose, de l'activité de la glucokinase ainsi que la dégradation de plusieurs brins
d’ADN (Bolzan et Bianchi, 2002).

Au fil des décennies, diverses combinaisons ont été utilisées pour développer des modéles
animaux en utilisant la STZ, notamment, I'injection unique a forte dose (> 65 mg/kg PC) ou les
injections multiples a faible dose (< 35 mg/kg PC). Ces modéles du diabéte induit par la
streptozotocine ou ’alloxane sont généralement caractérisés par une hyperglycémie a jeun ou
non, de faibles taux sériques d'insuline et une hyperlipidémie; toutefois, la résistance a l'insuline
est absente. En raison de cette limitation, bien que ces modéles ne puissent pas étre considérés
comme des modeles appropriés pour le diabéte type 2, ils peuvent étre utilisés pour le dépistage
des médicaments anti-hyperglycémiants ou insulinotropes et des meédicaments naturels (Islam
et Wilson, 2012).

Le diabéte induit par la streptozotocine chez les animaux de laboratoire, principalement chez
les rats, est devenu un outil précieux dans la recherche sur le diabéte, utilisé par de nombreux

chercheurs.
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111.5.3. Autres produits diabétogénes

Plusieurs autres composés sont utilisés dans 1I’induction du diabéte, parmi lesquels :

La dithizone est un composé organosoufré doté de propriétés chélatrices (Karthikeyan et al.,
2016). La dithizone agit en impermeéabilisant les membranes et complexant le zinc a l'intérieur
des liposomes, libérant ainsi des protons, ce qui favorise la diabétogénicité (Maske et Weinges,
1957).

Un autre composé diabétogene I’aurothioglucose dont 'administration intrapertoniale chez les
animaux de laboratoire entraine progressivement de l'obésité, I'hyperinsulinémie,
I'hyperglycémie et la résistance a l'insuline pendant une période de 16 a 20 semaines.
L’aurothioglucose augmente également les lipides corporels, la lipogenese hépatique, la

sécrétion de triglycérides et diminue le métabolisme du glucose (Karthikeyan et al., 2016).

Le glutamate monosodique, autre produit diabétogene, agit en entrainant une augmentation de
la concentration plasmatique de glutamate, ce dernier module 1’activité des cellules Beta-
pancréatiques stimulant ainsi la libération d'insuline (Vijayaraj et al., 2019). L'administration
du glutamate monosodique chez la souris entraine une obésité associée a une hyperinsulinémie.
Aprés 29 semaines, les souris ont présenté des taux de glycémie, cholestérol total et
triglycérides augmentés (Karthikeyan et al., 2016).

I11.6. Activité antioxydante

L'oxydation est une réaction chimique qui transfere des électrons ou de I'hydrogéne d’une
substance a un agent oxydant. Les réactions d'oxydation peuvent produire des radicaux libres.
A leur tour, ces radicaux peuvent déclencher des réactions en chaine, lorsque les réactions en
chaine se produisent dans une cellule, elles peuvent étre a 1’origine de dommages ou de la mort
de la cellule (Moharram et Youssef, 2014).

Des recherches récentes ont permis de classer les radicaux libres en différents types.
Les trois principales catégories sont : les especes réactives de I'oxygene (ROS), les especes
réactives de l'azote (RNS) et les espéces réactives du soufre (RSS), qui sont formées a partir
d'atomes d'oxygeéne, d'azote et de soufre, respectivement (Carocho et Ferreira, 2013). Ces
radicaux libres sont responsables d'un grand nombre de maladies dont le cancer, les maladies
cardiovasculaires, de troubles neurodégéneratifs comme la maladie d'Alzheimer, la maladie de

Parkinson ou de colite ulcéreuse, du vieillissement et de I'atherosclérose (Alama et al., 2013).
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Par ailleurs, les antioxydants sont des composés capables de retarder ou d'inhiber les processus
d'oxydation qui se produisent sous l'influence de l'oxygéne atmosphérique ou d'espéces
réactives de I'oxygene. Ils sont impliqués dans le mécanisme de défense de I'organisme contre

les pathologies causées par I'attaque des radicaux libres (Pisoschi et Negulescu, 2011).

Les antioxydants sont classés en deux grandes catégories endogenes et exogenes.
Les antioxydants endogénes sont de deux types enzymatiques (superoxyde dismutase, catalase,
glutathion, peroxydase) et non-enzymatiques (albumine, bilirubine, acide urique). Lorsque les
ressources endogénes en antioxydants sont dépassées, le recourt aux antioxydants exogeénes est
alors nécessaire. Ces derniers peuvent provenir de sources naturelles (vitamines, flavonoides,
anthocyanes, certains composeés minéraux), mais peuvent également étre des composés
synthétiques, comme le butylhydroxyanisole, le butylhydroxytoluene, les gallates, etc (Litescu
etal., 2011).

Il existe une variété de tests in vitro et in vivo pour la détermination de 1’activité anti-oXydante
totale. Les tests spectrophotométriques ont recus plus de considération de part leur simplicité,
leur facilité, leur reproductibilité et leur moindre co(t. Les tests in vitro fréquemment utilisés
pour I’évaluation de I’activité anti-oxydante sont illustrés dans le Tableau 3 (Christodoulou
et al., 2022).

Par ailleurs, il existe plusieurs méthodes d’évaluation de I’activité anti-oxydante in vivo
(Tableau 3), parmi lesquelles I’estimation de la réduction du glutathion (Ellman, 1959),
estimation de la glutathion peroxydase (Wood, 1970), méthode de la superoxyde dismutase
(Mccord et Fridovich, 1969), pouvoir de réduction ferrique du plasma (Benzie et Strain,
1996), activité de la catalase (Aebi, 1984) et le dosage de la péroxydation lipidique (Okhawa,
1979).
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Tableau 3 : Tests spectrophotométriques pour 1’évaluation de 1’activité anti-oxydante in vitro

Essai A (nm) Principe Détermination Virage
Réaction anti-oxydante
DPP 515-520 avec des radicaux Colorimétrique | Rose / jaune
organiques libres
Mesure de la capacité des
CUPRAC 450-490 | antioxydants a réduire le Colorimétrique | Bleu/ orange
Cu(lhenCu ()
Mesure de la capacité des Bleu clair /
FRAP 593 antioxydants a réduire le Fe | Colorimétrique bl .
eu foncé
(1) en Fe (1)
414, Mesure de la capacité
645- relative des antioxydants a Bleu foncé /
ABTS 650, . , O Colorimétrique .
734 piéger I’ABTS généré en bleu clair
815-820 phase aqueuse
485-505 Réaction gnti-oxydante _
ORAC et ot 485. | AVec les radicaux peroxyl et Colorimétrique Bleu clair /
HORAC les radicaux OH générés de bleu foncé
535 la réacti
a réaction de Fenton
Mesure des niveaux du
peroxyde d’hydrogéne dans
FOX 550-560 | les systemes biologiques Colorimétrique | Jaune / bleu
par oxydation du Fe (1) en
Fe (111)
Piégeage du Mesure de la capacité totale
péroxyde 460 de piégeage des oxydants Fluorescence Bleu / jaune
d’hydrogéne par les antioxydants
Piégeage du Mesure de la capacite totale
radical 560-562 | de piégeage des oxydants | Colorimétrique | Jaune/ bleu
superoxyde par les antioxydants
Piégeage du Mesure de la capacite totale Transparent /
radical oxyde 540 de piégeage des oxydants | Colorimétrique rouge
nitrique par les antioxydants

(Christodoulou et al., 2022)

Pour toutes les méthodes in vivo, les substances a tester sont généeralement administrées aux

animaux mis en expérimentation (souris, rats, etc.) selon un schéma posologique défini tel que

décrit par la méthode choisie. Aprés une période de temps déterminée, les animaux sont

géneralement sacrifiés et du sang ou des tissus sont préleveés et utilisés pour les besoins du test
(Alama et al., 2013).
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111.7. Activité antimicrobienne

Les bactéries pathogenes multi-résistantes responsables de maladies infectieuses sont une
préoccupation majeure de santé publique. L'efficacité clinique de la chimiothérapie
antimicrobienne contre I'infection bactérienne est compromise dans les cas ou les agents en
cause sont résistants a plusieurs agents antimicrobiens structurellement distincts (Varela et
Kumer, 2019). La chronologie du développement d'une résistance cliniquement significative
est multifactorielle et dépend de plusieurs paramétres, tels que la quantité de 1‘antibiotique
utilisée, la fréquence de sa prescription, les réservoirs des mécanismes de résistance existants,
le nombre de mutations nécessaires pour 1’émergence de la résistance et l'aptitude des

organismes résistants (Walsh, 2003).

En raison de l'incapacité des antimicrobiens disponibles a traiter certaines maladies
infectieuses, de nombreux chercheurs se sont concentrés sur I'étude des produits naturels
comme source de nouvelles molécules bioactives (Valgas et al., 2007). La découverte de
nouveaux antibiotiques est un objectif majeur. Les produits naturels restent I'une des principales
sources de nouvelles molécules médicamenteuses (Balouiri et al., 2016).

Les plantes et autres sources naturelles peuvent fournir une vaste gamme de composés
complexes et structurellement divers. En effet, plusieurs études récentes ont été menées dans le
but de faire valoir le potentiel antimicrobien d'extraits végétaux et microbiens, d'huiles
essentielles, de métabolites secondaires purs et de nouvelles molécules synthétisées (Nazzaro
et al., 2013).

Diverses méthodes de laboratoire peuvent étre utilisées pour évaluer ou cribler I'activité

antimicrobienne in vitro d'un extrait ou d'un composé pur. Les méthodes les plus couramment

employées sont représentées dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : Méthodes fréquentes d’évaluation de la sensibilité aux antibactériens

) Milieu de o
Meéthodes Type Avantages Inconvénients
culture
e o . Simple, faible codt, teste un . I
leglijssltzjr;ssur Qualitative GI(\e/II(I)_|se grand nombre de bactéries, Pas de detg\r/lnlmatlon de
q facilité d’interprétation
Détermination de CMI,
Micro-dilution | Quantitative | Bouillon | reproductible, économie de -
MH réactif et d’espace due a la
miniaturisation du teste
Fastidieuse, risque d’erreur,
Macro- Quantitative | Bouillon i quantité importante de
dilution MH Determination de CMI réactif utilisé et d’espace
requis
Idéale pour la détermination
_ . de la CMI des bactéries L
Dllgéllggesur Quantitative GSI&SG fastidieuses telles que les Quan;ﬁé?g%ﬁigte de
espéces anaérobies et
Helicobacter
_ ) o Bouillon Détermination de 1’effet
Time-kill test | Quantitative MH bactéricide et des effets -

synergique et antagoniste

(CLSI M26-A, 1998 ; CLSI M02-A11, 2012; CLSI M07-A9, 2012; Balouiri et al., 2016)
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Partie
Expérimentale




Objectif de I’étude

Cette thése s’inscrit dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine végétal par la mise en

évidence des propriétés médicinales d’une plante tropicale du Sahara algérien Solenostemma

argel. Elle a pour principal objectif 1I’¢tude de la composition phytochimique, 1’innocuité et

les propriétés pharmacologiques de trois extraits (acétonique, méthanolique, aqueux) et de

I’huile essentielle de S. argel ainsi que leurs applications possibles en phytothérapie

vétérinaire.

La partie expérimentale de cette these comprend cing axes :

R/
L X4

L)

Un premier axe portant sur une enquéte ethnobotanique mettant en évidence 1’utilisation
de S. argel en médecine traditionnelle, en élevage et en usage domestique par les

Touaregs ;

Le deuxiéme axe correspond a une étude phytochimique, décrivant la préparation des
extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S.argel ainsi que de son huile essentielle
et ’analyse de leurs compositions phytochimiques par les techniques LCMS, GCMS et
RMN dans le but de connaitre leurs principaux constituants et ainsi mieux comprendre

leurs propriétés pharmacologiques ;

Le troisieme axe aborde I’étude toxicologique des extraits et de I’huile essentielle de
S. argel par I’évaluation de leur toxicité aiglie orale selon le protocole de référence de
I’OCDE dans le but de déterminer leur innocuité ainsi que 1’évaluation de leur
cytotoxicité par le test de létalité des Artemia salina en vue d’apporter des

renseignements préliminaires sur leur potentiel anticancéreux ;

< Le quatrieme axe évalue les propriétés pharmacologiques des extraits acétonique,

méthanolique et aqueux ainsi que de I’huile essentielle de S. argel, dans le but
d’apporter une preuve scientifique de I’utilisation de cette plante en médecine
traditionnelle et ainsi enrichir la connaissance de son potentiel bioactif. Cet axe est
divisé en deux parties :
- Une premiere partie « Etudes In Vitro » qui comprend :

e [’¢évaluation de Dl’activité antioxydante des extraits acétonique, méthanolique et

aqueux de S. argel par la méthode de réduction du radical chimique DPPH ;
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e L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits acétonique, méthanolique,
aqueux et de I’huile essentielle de S. argel par la méthode de diffusion sur gélose
ainsi que la détermination des CMI par la méthode de microdilution sur
microplaque et des CMB par ensemencement sur milieu solide.

- Une deuxiéme partie « Etudes In Vivo » qui comprend :

e [’évaluation de DI’activité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle et des extraits
acetonique, méthanolique et aqueux de S. argel selon trois modéles expérimentaux
a savoir : le modele de I’cedéme de la patte induit par la carragénine chez le rat, le
modele de I’cedéme de I’oreille de souris induit par le xyléne et le modéle du
granulome induit par les pellets de coton chez le rat ;

e [’évaluation des effets de I’huile essentielle et des extraits de S. argel sur la
douleur peériphérique et centrale selon trois modéles expérimentaux : le test de
torsions induites par 1’acide acétique, le test au formaldéhyde et le test sur plaque
chauffante ;

e Mise en évidence de I’effet cicatrisant de trois pommades a base des extraits
acétonique, méthanolique et aqueux et d’une créme a base de I’huile essentielle de
S. argel selon le modéele de I’excision chez les rats ;

e Evaluation de I’activité¢ antiulcéreuse de 1’huile essentielle et des extraits
acetonique, méthanolique et aqueux de S. argel selon deux modeéles
expérimentaux, a savoir : le modeéle de 1’ulcére induit par 1’aspirine chez le rat et le
modele de ligature du pylore chez le rat ;

e Evaluation des effets des extraits acétonique, méthanolique et aqueux sur les
complications liées au diabéte induit par 1’alloxane chez les rats, notamment la
neurodégénérescence par évaluation de I’expression de la protéine chaperonne

HSP70.

Un cinquieme axe portant sur quelques applications des extraits acéetonique,
méthanolique, aqueux et de I’huile essentielle de S. argel en médecine vétérinaire.
Huit cas cliniques portant sur des animaux sauvages et domestiques ainsi que deux

essais cliniques sont présentés.
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Le matériel utilisé et les méthodes adoptées lors de cette étude expérimentale y seront

détaillés et les résultats obtenus présentés et discutés par partie.

Le traitement statistique des données a été réalisé sur le logiciel XLSTAT Version 7.1 et le
logiciel IBM SPSS Statistics Version 20. Toutes les valeurs ont été exprimées en moyenne
+ écart type. Les résultats obtenus ont été analysés statistiquement par une ANOVA a un
facteur et a deux facteurs suivie d'un test de comparaison multiple post hoc des différences
entre les groupes en appliquant le test Tukey HSD. Les résultats ont été considérés comme

statistiquement significatifs a p <0,05.
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Enquéte Ethnobotanique




Enquéte ethnobotanique

Une enquéte ethnobotanique portant sur les utilisations ancestrales de Solenostemma argel en
médecine traditionnelle, a été menée aupreés de la population Touareg de la région de I’ Ahaggar.
L'ethnobotanique se définit comme I'étude des relations entre les plantes et I'hnomme (Turner,
1996). Elle repose a la fois sur la connaissance fondamentale des plantes et sur celle des sociétés
humaines. Elle fait donc appel aux outils de la systématique botanique (flores locales, clés
d'identification...) et a ceux des ethnologues pour connaitre les usages des plantes dans les
sociétés traditionnelles (observations des modes de vie, enquétes auprés des populations
locales...) (Balick et Cox, 1996).

1. Site d’étude

L’ Ahaggar est une région caractérisée par sa grande biodiversité, classé parc national culturel
en 1987 (Décret exécutif n°11-87, 2011). Le parc de I’Ahaggar est localisé a I’extréme sud de
I’Algérie dans la wilaya de Tamanrasset. Il s’étale actuellement sur 633 887 km?
et concerne les communes de Abalessa, In Amguel, Aine Guezzame, Tamanrasset, Tin
Zaouatine, Tazrouk, Ideles, In Salah, In Ghar, Fougarta Azouaia (Djemouai, 2008) (Figure
22).
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Figure 22 : Carte topographique du Parc National de 1’ Ahaggar [6].
Notre site d’étude a concerné la commune d’Abalessa, située & 80 km du chef-lieu de la wilaya
de Tamanrasset (Figures 23 et 24). Abalessa est ’ancienne capitale de 1’ Ahaggar, connue pour

son célebre monument le tombeau de TinHinane. La commune est située a 1000°m d’altitude
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au confluent des deux oueds intermittents : Oued Rellachene et Oued Iheri. Abalessa abrite
¢galement une partie des montagnes de 1’Ahaggar dont 1’altitude avoisine les 1200 m (ONS,
2008). Abalessa signifie «lieu cultivable » en langue Tifinagh, en effet, la région est

caractérisée par une végétation importante dans les vallées fluviales.
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Figure 23 : Carte topographique du site d’étude Abalessa [7].

Figure 24 : Site d’étude « Abalessa » Tamanrasset (Photosprlses Ie 15/01/2015)
2. Enquéte

L’enquéte a porté sur les utilisations ancestrales de Solenostemma argel en médecine

traditionnelle par la population Touareg de I’ Ahaggar. Elle a été réalisée aupres de la population
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autochtone dans le but de récolter le maximum d’informations sur les parties de la plante
utilisée, les formes d’administration et les symptomes traités par la plante.
Un modele de fiche d’enquéte ethnobotanique a été élaboré afin de recueillir les renseignements

de maniere systématique (Annexe 1).

3. Cueillette

La cueillette de S. argel a été effectuée a 1000 m d’altitude au niveau du lit d’oued Abalessa a
120 km de la ville de Tamanrasset (Figure 25). Une autorisation nous a été délivrée par 1’Office
du Parc National Culturel de I’Ahaggar pour la cueillette et le transport des échantillons de S.

argel afin d’étre analysés en laboratoire.

Figure 25 : Cueillette de S. argel au site d’ Abalessa- Tamanrasset
(Photos prises le 15/01/2015)

4. Résultats de ’enquéte

4.1. Parties de la plante utilisée
Les résultats de notre enquéte montrent que toutes les parties de S. argel sont utilisées en

médecine traditionnelle. Cependant, les parties aériennes de la plante sont plus prisées que les
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parties souterraines et la plante entiére (Figure 26). Des résultats similaires ont été rapportés
sur S. argel d'Egypte (Abdel-Motaal et al., 2022). Les feuilles de S. argel sont les parties les

plus utilisées par la population Touareg de I’ Ahaggar.

13,2%

86,79%

Parties aériennes Parties souterraines

Figure 26 : Parties de S. argel utilisées par la population Touareg de 1’ Ahaggar.

4.2. Affections traitées

Solenostemma argel est utilisée dans la médecine traditionnelle par le peuple Touareg pour le
traitement de plusieurs affections notamment, la fievre, la constipation, les coliques, les maux
d’estomac, la toux, les infections urinaires, les infections pulmonaires, le rhume et les états
grippaux, le diabete, le rhumatisme, la sciatique, la névralgie, les coliques rénales et les plaies
(Figure 27).

L'étude de Benhouhou (2005) a également rapporté I'utilisation de S. argel pour le traitement
de la toux, le rhumatisme, le diabéte, les infections et les plaies (Benhouhou, 2005). De plus,
les branches des plantes sont utilisees dans les abreuvoirs des animaux pour lutter contre les
insectes nuisibles. Enfin, S. argel sert également a des usages domestiques, en effet, les

Touaregs utilisent les feuilles et la seve de la plante pour produire du savon.
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Figure 27 : Affections traitées par S. argel au sein de la population Touareg

4.3. Formes d’administration

Au cours de notre enquéte, plusieurs formes d’utilisation de S. argel ont été signalées. Les
diverses parties de la plante sont utilisées seules ou associées a d’autres produits tel que le lait,
I’huile d’olive et les dattes. La plante est employée fraiche, séchée, broyée en poudre ou en

grosses particules.

Les Touaregs font bouillir les feuilles séchées réduites en poudre dans du lait sucré avec des
dattes ou du sucre, et la décoction se boit pour traiter les rhumatismes, la gonorrhée et
I'némoptysie. Il nous a été signalé que les fruits s'instillaient dans les yeux pour soigner les états

grippaux, alors que, la séve est utilisée pour le traitement des plaies.

Par ailleurs, I'infusion de parties aériennes traite le diabete et la jaunisse, alors que celle des

feuilles et des fleurs est indiquée pour purifier le sang et calmer les nerfs.

Le Tableau 5 illustre 1’utilisation ancestrale de S. argel en médecine traditionnelle.
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Tableau 5 : Résultats de I’enquéte ethnobotanique sur ’utilisation traditionnelle
de S. argel par le peuple Touareg.

Parties de S.argel

Formes d’administrations

Affections traitées

Fébrifuge, purgatif, maux

Décoction d’estomac, coliques, constipation,
Parties aériennes flatulences, infections urinaires,
douleurs rénales, toux
Infusion diabéte, jaunisse
Bronchite, névralgie, sciatique,
Décoction hémoptysie, rhumatisme, fébrifuge,
purgatif, maux d’estomac, coliques,
) constipation, flatulences, infections
Feuilles o ]
urinaires, douleurs rénales, toux.
Purification du sang, apaisement
Infusion des nerfs
Fabrication de savon
Fruits Instillation Rhume et états grippaux
) Purification du sang, apaisement
Fleurs Infusion
des nerfs
. Traitement des plaies
Seve - o
Fabrication de savon
Branches Dans I’eau Insecticide

5. Conclusion

Les résultats de notre enquéte ont mis en évidence la place importante qu’occupe la plante

S. argel au sein de la population Touareg aussi bien dans la médecine traditionnelle que dans

I’élevage des animaux et dans 1’'usage domestique.
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Etude phytochimique

Les premiéres étapes de 1’étude de la plante Solenostemma argel furent 1’extraction et la
détermination de la composition chimique de ses extraits acétonique, méthanolique et aqueux
ainsi que celles de son huile essentielle. La caractérisation phytochimique des extraits et de
I’huile essentielle étudiés est une étape primordiale pour la compréhension des effets

pharmacologiques étudiés.

1. Collecte et identification de la plante

Les parties aériennes de S. argel (Delile) Hayne ont été collectées a une altitude de 1400 m,
entre les mois de janvier et mars 2015, 2017, 2018, 2019 et 2020 au niveau Abalessa, a 120 km
de la ville de Tamanrasset (22° 47' 13" Nord, 5° 31' 38" Est ) - Algérie.

La plante a été séchée a lair, a température ambiante, dans un endroit sec et aére.
Son identification a été réalisée par le Professeur Benhouhou du Département de Botanique de
I'Ecole Nationale Supérieure d'Agronomie (ENSA) d'El-Harrach d’Alger, avec établissement
d’un certificat d'identification.

2. Extraction

2.1. Extrait acétonique

Le procédé¢ d’extraction de S. argel s’est fait selon la méthode d’Eloff (Eloff, 1998).
Les feuilles de la matiére végétale ont été broyées en une poudre fine a I’aide d’un broyeur.
Les étapes qui ont suivi sont illustrées dans la Figure 28.

Le poids de l'extrait sec obtenu apres évaporation pour 24g de matieére végétale est de

1,171g correspondant a 4,87%.
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[Séchage et broyage de la J
—

/4 matiere végeétale
Y 4
Matiére végétale ‘ 5 ml acétone
=]

[ 500 mg poud.re végétale]

\

B

[ Vortexer 5cmin + centrifuger 15009 pdt 5 minJ

Décantation phase liquide
e Extraction x2

Fermeture hermétique + stockage
a 4°C dans I’obscurité

[Evaporation de I’acétone a 1’aide d’un rotavapor a T° ]

Détermination de la
masse de I’extrait

Extrait dissout dans volume connu de DMSO
+ calcul de la concentration

Figure 28 : Procedé d’extraction de I’extrait acétonique de S. argel (Eloff, 1998)
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2.2. Extrait méthanolique

La poudre des feuilles de S. argel obtenue par cryobroyage (200 g) a subi une macération dans
700 ml de méthanol pendant 24 h sous agitation magneétique et a température ambiante.
Cette opération a eté répétée trois (03) fois avec renouvellement du solvant a chaque fois
(Figure 29).

Apres filtration, les extraits methanoliques obtenus ont été réunis et concentrés a sec sous
pression réduite et a une température modeérée (environ 45°C). Le poids de I'extrait sec obtenu

est de 20.6g correspondant a un rendement de 10,3%.

Feuilles de S.argel séchées
m= 200g

e Macération au MeOH
(3x 700 ml)

e Filtration

e FEvaporation

Reste des feuilles
vaporisées

\ 4
[ Extrait SAME ]

Figure 29 : Procédé d’extraction de I’extrait méthanolique de S. argel.

2.3. Extrait aqueux

La préparation du décocté de S. argel a été réalisée en introduisant dans un Erlen Meyer
de 1000 ml, 1000 ml d'eau bouillante R et 10 g de poudre grossiere. Le mélange est maintenu a
ébullition pendant 30 min au bain-marie « décoction ». Le décocté obtenu est filtré a chaud

dans un Erlen Mayer propre, laissé a refroidir puis ajusté a 1000 ml.
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Aprés ajustement du volume, le décocté de S.argel a été concentré a sec par lyophilisation afin
d’obtenir un lyophilisat de 1’extrait aqueux de la plante (Figure 30). Le poids de I'extrait sec

obtenu aprés lyophilisation est de 6,89 correspondant a un rendement de 68%.

& Cf\ 10g matiere
o végétale

Y
| 8555 | \ o
(a o ) J
; i ;
1000 ml d’eau distillée 30 min au bain-marie Décocté S.argel

Lyophilisat de S.argel
Lyophilisation

Figure 30 : Procédé d’extraction de I’extrait aqueux lyophilisé de S. argel.

2.4. Huile essentielle

L'extraction de I'huile essentielle des feuilles de S.argel a été réalisée par hydrodistillation a
I'aide d'un appareil de type Clevenger. Cent cinquante grammes (150 g) de feuilles broyées ont
été mis dans un ballon rond de 1000 ml et additionnés d'eau distillée. Le mélange a été
hydrodistillé pendant 4 h (Figure 31). L'huile essentielle obtenue a été conservée dans un
flacon stérile ambré scellé et conservée au réfrigérateur a 4°C jusqu'a utilisation.

Les pourcentages d'huile essentielle ont été exprimés en volume (ml) d'huile essentielle pour

100 g de matiere végétale (v/p).
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Figure 31 : Extraction de I’huile essentielle de S. argel par hydrodistillation

3. Détermination de la teneur en polyphénols et flavonoides totaux
3.1. Méthode
3.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La méthode utilisée est basée sur la quantification de la concentration totale des groupements
hydroxyles présents dans I’extrait, en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.

Un mélange de 0,2 ml d'extrait, 0,8 ml d'eau distillée et 0,1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu a
été tout d'abord incubé a température ambiante pendant 3 min. Apres I'ajout de 0,3 ml de
carbonate de sodium (NapCOgz) a 20% (p/v), le mélange est encore incubé a température
ambiante pendant 120 min. L’absorbance du mélange a été mesurée a 765 nm (Figure 32). Les
teneurs en polyphénols totaux ont été exprimées en mg equivalent d'acide gallique par g
d’extrait (mg EAG/Q), calculées a partir d'une courbe standard tracée en utilisant une gamme de
solutions ayant des concentrations allant de 5 a 100 pg/ml d'acide gallique (y = 0,0082x +
0,0971 ; R2 = 0,99191). Chaque mesure est répétée trois fois (Waterhouse, 2002).

67



OH —
Amax = 765 nm

y s Sy

~—
Folin-Ciocalteu
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Figure 32 : Réaction de réduction du réactif Folin-Ciocalteu par oxydation des phénols
présents dans 1’extrait

3.1.2. Teneur en flavonoides

La quantification des flavonoides est estimée par la méthode de Chlorure d’Aluminium
(AICl3). Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-Aluminium qui se
forme dans le mélange extrait-AlCl; (Figure 33).

Le protocole suivi consiste a mélanger 0,5ml d’extrait avec 0,5 ml de la solution d’AlCl3 a 2%
préparée dans le méthanol. Aprés incubation du mélange a température ambiante pendant 10
min, les absorbances sont mesurées a 440 nm. Dans les mémes conditions, une gamme de
solutions de quercétine (2-20 mg/l) est préparée. Les teneurs des flavonoides ont été déduites
d'une courbe standard (y = 0,0438x - 0,0296 ; R? = 0,99244) et exprimées en mg d'équivalent
de quercétine par g d’extrait (mg EQ/g). Chaque mesure est répétée trois fois (Quettier-Deleu
et al., 2000).
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Figure 33 : Principe de quantification des flavonoides par la méthode de chlorure

3.2. Résultats

Les résultats obtenus pour les dosages des polyphénols et flavonoides totaux sont représentés

dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Dosages des polyphénols et des flavonoides totaux

SAAC SAME SAAQ
(mg GA-II_EF/)gC extract) | 1099%035 | 15152011 | 14474023
(mg QET/zCextract) 38,85+0,28 41,56+0,43 | 34,46%0,43

SAME: Extrait méthanolique de S.argel, SAAC: Extrait acétonique de S.argel,

SAAQ: Extrait aqueux de S.argel

4. Analyse UHPLC/DAD/ESI-MS?

4.1. Méthode

L’analyse phytochimique des extraits acétoniques, methanoliques et aqueux lyophilisés des
feuilles de Solenostemma argel, a été réalisée par la technique UHPLC/DAD/ESI-MS?.

Le systeme UHPLC était composé d'une boucle variable de 20 microlitres (capacité de flacon
de 2 ml réglée a 5 °C), d'une pompe LC et d'un détecteur PDA (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, USA). La separation des composes a éte réalisée avec un programme d'élution en

gradient a un débit de 0,2 ml/min, a 30 ° C, en utilisant une colonne Hypersil Gold C18
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(100x2,1 mm; 1,9 pm) fournie par Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
Californie, Etats-Unis). Le volume d'injection dans le systéme UHPLC était de 2 microlitres et
la phase mobile était constituée d'acide formique 0,1% (A) et d'acétonitrile (B). Le gradient
linaire suivant a été appliqué : 0 — Xmin: X% B, X —=Y min: 0 — X% B, X - Y min: X - Y%
B, suivi d'un rééquilibrage de la colonne pendant XX min avant la prochaine course. La
détection en ligne a été effectuée dans le détecteur a barrettes de diodes, a XX et YY nm, et des

spectres UV dans une plage de 190 a 700 nm ont également été enregistrés.

La HPLC a été couplée a un spectrometre de masse a pieége a ions linéaire LTQ XL
(Thermofisher SCIENTIFIC, San Jose, CA, USA), équipé d'une source d'ionisation
orthogonale a électrospray fonctionnant en mode négatif. La gaine d'azote et le gaz auxiliaire
étaient respectivement de 50 et 10 (unités arbitraires). La tension de pulvérisation était de 5 kV
et la température capillaire était de 275 °C. Les tensions capillaires et de réglage des lentilles
ont été réglées respectivement a —28V et —115V. L'acquisition des données a été réalisée en

utilisant le systeme de données Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

4.2. Résultats

Une analyse qualitative de la composition des extraits acétoniques, méthanoliques et aqueux
des feuilles de S. argel a été réalisée en utilisant la technique UHPLC / DAD / ESI-MS? en
mode d'ionisation négative. Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux 7, 8 et 9

respectivement.

4.2.1. Extrait acétonique
L’analyse UHPLC de I’extrait acétonique des feuilles de S. argel a permis I’identification de 16
composés dont 3 acides phénoliques, 8 flavonoides et 5 saponines. Les résultats sont présentés

dans le Tableau 7 et la Figure 34.
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Tableau 7 : Identification des données UHPLC / DAD / ESI-MS? de I'extrait acétonique de

S.argel
Rt [M-H] M2 ;
(min) Amax (m/z)* ESI-MS Composes
p-hydroxybenzoic acid
7.96 239, 270, 303 137 137 (100), 110 (65), 119 (90) (salicylic acid derivative)
0-Hydroxybenzoic acid
8.25 240, 268 137 137 (100), 110 (55), 119 (60) (Salicylic acid)
8.48 222, 267 563 ?1157)(100), 504 (60), 536 (25), 545 (20), 519 Apigenin-O-pentosyl hexosid
300 (100), 301 (30), 445 (30), 489 (20), 463 Quercetin-3-O-rutinoside
11.24 256,308,355 609 (15 571 (15), 255 (10) (Rutin)
429 (100), 284 (70), 285 (50), 447 (20), 255 PN
11.99 195, 265, 349 593 (15), 473 (15) Kaempferol-3-O-rutinoside
Kaempferol-3-O-
12.6 239, 268 771 607 (100), 427 (70), 285 (60), 713 (60) diglucoside-7-O-glucoside
Kaempferol-3-O-glucoside
12.87 242, 265, 350 447 284 (100), 285 (90), 327 (35), 255 (10) (Astragalin)
13.39 226, 282 1047 Not fragmented under the used conditions Saponin derivative
527 (100), 725 (90), 707 (80), 545 (70), 593 . I
13.72 240, 272, 294 901 (60), 266 (60) Saponin derivative
13.84 241, 269, 299 1047 Not fragmented under the used conditions Saponin derivative
391 (100), 535 (50), 506 (20), 469 (20), 373
1465 245 553 (30), 347 (20), 301 (20), 257 (15), 233 (15), Quercetin derivative
375 (10), 311 (10), 425 (10)
998, 971 295 341 (100), 385 (80), 353 (40), 649 (30), 661
16.76 e 693 (30), 485 (20), 557 (20), 609 (10), 301 (10), Quercetin derivative
324
249 (10)
p-hydroxybenzoic acid
17.23 243 137 137 (100), 110 (60), 119 (35) (salicylic acid derivative)
17.79 243, 267, 364 285 285 (100) Kaempferol
21.64 244, 267 1159 275 (100), 211 (20), 235 (15), 265 (10) Saponin derivative
21.85 264 1053 747 (100), 891 (90), 1034 (70), 859 (60) Stemmoside F

Temps de rétention (Rt), longueur d'onde maximale (d{max), masse moléculaire (m/z),

fragments MS2 et identification des composeés.
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Figure 34 : Chromatogramme UHPLC de I’extrait acétonique de S. argel enregistré a 370 nm.

4.2.2. Extrait méthanolique

L’analyse UHPLC de I’extrait méthanolique des feuilles de S. argel a permis la mise en
évidence de 28 composés dont 10 acides phénoligues, 9 flavonoides, 5 saponines et 4 composés

non identifiés. Les résultats sont présentés dans le Tableau 8 et la Figure 35.

Tableau 8 : Identification des données UHPLC / DAD / ESI-MS?de I'extrait méthanolique de

S.argel
Rt [M-H] ) .
(min) Amax (miz)* ESI-MS Composes
15 207 387 341 (100) g‘l.‘ Caffeoylglucose
erivative
172 206,319 387 341(100) g‘l.‘ Caffeoylglucose
erivative
1,92 248 137 %13;) (100), 118 (20), 110 (10), 92 (20), &1 p-hydroxybenzoic acid
137 (100), 118 (50), 109 (50), 92 (30), 109  o-Hydroxybenzoic acid
781 203,229,276 137 5081 (10), 65 (10) (Salicylic acid)
709 239, 323 563 519 (100), 178 (80), 527 (80), 489 (60), 397 Apigenin-O-pentosyl hexoside

(25), 492 (25), 324 (20), 193 (10)
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8,26

8,38
8,49
9,3

9,39

9,85

11,27
12,01
12,62

12,89

13,42

13,57

13,75

13,88

14,21

14,69

16,81

17,27

17,84

197, 242, 265,
344

236, 315, 368

222, 266

242, 262, 339,
351

210, 239, 262

103, 255, 353

228, 271, 295,
324

195, 265, 345

238, 271, 315,
326

195, 265, 343

226, 282

243, 276, 315

240, 284, 315

240, 274

243, 281, 323

245

230, 248, 276,

324

245

248, 265, 296,
329

137

395

563

395

327

137

609

593

771

447

1047

587

901

1047

763

553

693

137

285

137 (100), 109,96 (70), 118,95 (50), 92,81
(10), 81,98 (10), 66,25 (10)

349 (100)

517 (100), 423 (10)

349 (100)

147 (100), 165 (20), 119 (10), 112 (5)

137 (100), 109 (70), 119 (60), 109 (30), 106
(20), 92 (20), 96,13 (10), 81 (10), 65 (10)

300 (100), 301 (20), 489 (30), 445 (20), 271
(20), 255 (20)

284 (100), 285 (50), 429 (60), 255 (40), 447
(20), 473 (20), 327 (10)

609 (100), 573 (80), 349 (30), 590 (20), 689
(20), 739 (20), 711 (10), 462 (10)

285 (100), 327 (40), 255 (10)

661 (100)

241 (100), 569 (90), 196 (30), 352 (30), 501
(30), 531 (20), 543 (20), 275 (20), 309 (10),
341 (5), 168 (5)

739 (100), 593 (60), 707 (50), 675 (20), 304
(20), 431 (10), 531 (5), 611 (5)

Non fragmenté

652 (100), 735 (90), 631 (60), 683 (60), 479
(60), 312 (50), 296 (20)

535 (100), 391 (65), 469 (65), 475 (40), 191
(40), 517 (30), 493 (30), 479 (20), 371 (20),
301 (20), 345 (10), 309 (15), 203 (20), 227
(20)

341 (100), 385 (90), 353 (50), 649 (60), 661
(60), 249 (20), 557 (20), 678 (20), 609 (10),
485 (10), 301 (10)

137 (100), 109 (50), 118 (40), 108 (20), 92
(10), 81 (20)

285 (100)

o-Hydroxybenzoic acid
isomer

1-Hexanol-pentosylhexoside,
3-acetyl-4-caffeoylquinic acid

Apigenin-O-pentosyl hexoside

1-Hexanol-pentosylhexoside,
3-acetyl-4-caffeoylquinic acid
Caffeoyl alcohol 3/4-O-
hexoside

o-Hydroxybenzoic acid
isomer
Quercetin-3-O-rutinoside
(Rutin)
Kaempferol-3-O-rutinoside
Kaempferol-3-O-diglucoside-
7-O-glucoside

Kaempferol-3-O-glucoside
(Astragalin)

Saponin derivative

Non identifié

Saponin derivative

Non identifié

Non identifié

Quercetine derivative

Quercetine derivative

p-hydroxybenzoic acid isomer

Kaempferol
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20,93 208, 235, 267 1131 Non fragmenté Non identifié
275 (100), 211 (30), 235 (20), 265 (10), 249
21,66 241 1159 (5), 171 (10), 185 (5) Saponin derivative

890 (100), 748 (30), 859 (30), 309 (20), 536

21,87 262 1053 (10), 764 (10), 932 (10), 1034 (20), 968 (5) > emmosideF

21,99 248 1055  892(100), 748 (80), 860 (60), 1022 (10) Saponin derivative

Temps de rétention (Rt), longueur d'onde maximale ({max), masse moléculaire (m/z),
fragments MS? et identification des composés

RT: 0,00 - 24,75
12,01 NL:

. 5,31E5
500000 Uv_VIs_3
. UV'3 CMS2

450000

400000

350000

300000

] 14,67
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unu
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Figure 35 : Chromatogramme UHPLC de I’extrait méthanolique de S.argel enregistré a 370
nm.

4.2.3. Extrait aqueux lyophilisé

L’analyse UHPLC de I’extrait aqueux lyophilis¢é des feuilles de S.argel a permis la
détermination de 28 composés dont 11 acides phénoliques, 10 flavonoides, 1 lignane, 2
saponines et 4 composes non identifies. Les résultats sont présentés dans le Tableau 9 et la

Figure 36.
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Tableau 9 : Identification des données UHPLC / DAD / ESI-MS?de I'extrait aqueux lyophilisé

de S.argel
Rt [M-H] 2 )
(min) Amax (m/z)* ESI-MS Composes
204, 268, 357, a-1-Caffeoylglucose
147 368 387 341 (100) derivative
137 (100), 109 (20), 93 (20), 118 (10), 82 0-Hydroxybenzoic acid
174 280,318 187 10), 65 (10) (Salicylic acid)
137 (100), 109 (20), 93 (20), 118 (10), 82 ) .
1,87 254 137 (10), 65 (10) p-hydroxybenzoic acid
795 236, 300, 320 293 131 (100) Non identifié
241, 265, 347, 137 (100), 118 (45), 109 (40), 93 (20), 65  °-Hydroxybenzoic acid
8,24 137 isomer
367 (20)
1-Hexanol-pentosylhexoside,
8,37 ggg 273, 306, 395 349 (100) 3-acetyl-4-caffeoylquinic
acid
517 (100), 531 (40), 544 (40), 402 (20), 209 Apigenin-O-pentosyl
8,47 222, 265 563 (40), 176 (40) hexoside
1-Hexanol-pentosylhexoside,
9,24 242 395 517 (100), 423 (10) 3-acetyl-4-caffeoylquinic
acid
Caffeoyl alcohol 3/4-O-
9,37 208,241 327 147 (100), 164 (20), 118 (10) hexoside
193 (100), 149 (20), 337 (20), 355 (20), 177 o
9,59 239, 310, 368 501 (10), 235 (10) Ferulic acid derivative
o-Hydroxybenzoic acid
083 240,328 137 %ng) (100), 118 (65), 109 (60), 93 (20), 65 . =
1042 241,325,367 367 191 (100), 193 (10), 172 (10) 5-O-Feruloylquinic acid
300 (100), 301 (25), 445 (25), 463 (20), 489 Quercetin-3-O-rutinoside
11,25 204,255,353 609 50571 (20), 255 (10) (Rutin)
11,81 251, 336, 367 497 451 (100) Non identifié
284 (100), 285 (50), 429 (80), 447 (20), 473
12 196, 265, 345 593 (20), 327 (20), 255 (20) Kaempferol-3-O-rutinoside
285 (100), 609 (95), 711 (90), 573 (65), 593
238, 270, 314, Kaempferol-3-O-
12,6 328, 347, 368 7l (50), 372 (40), 619 (20), 727 (20), 753 (20) diglucoside-7-O-glucoside
243, 268. 307 373 (100), 402 (80), 399 (65), 329 (40), 287
1286  go0'zee | 417 (40), 355 (40), 166 (40), 181 (40), 217 (20), Syringaresinol
’ 267 (20), 243 (20), 281 (20), 127 (10)
kaempferol-3-O-
1319 25529595 931 593 (100), 607 (20), 631 (20), 285 (10) feruloyldihexoside-7-O-
rhamnoside
13,41 225, 282 1047 853 (100) Saponin derivative

75



13,61

13,86

14,67

15,07

15,32

15,8

16,79

17,25

17,81

242

243, 270

246

243, 276, 328

245, 280, 325

247

250, 275, 292,
325

245

265,368

587

1047

553

601

639

301

693

391

285

241 (100), 587 (20), 572 (10), 345 (10)
Non fragmenté

535 (100), 469 (60), 391 (55), 519 (55), 373
(40), 507 (40), 538 (40), 493 (30), 247 (30),
301 (30), 343 (30), 160 (10)

583 (100), 557 (95), 522 (80), 573 (50), 518
(50), 529 (45), 439 (45), 327 (45), 469 (40),
317 (40), 275 (20), 206 (20), 193 (20)

301 (100), 323 (90), 463 (90), 477 (80), 315
(65), 621 (50), 445 (45), 330 (20), 192 (20),
287 (10), 271 (10), 231 (10)

179 (100), 151 (60), 257 (20), 273 (20), 193
(10), 301 (10)

341 (100), 385 (90), 649 (65), 661 (60), 353
(45), 609 (30), 557 (30), 485 (30), 249 (25),
301 (20), 207 (20)

347 (100), 373 (95), 329 (80), 345 (50), 363
(30), 376 (30), 319 (30), 273 (30), 235 (30),
148 (10)

285 (100)

Non identifié

Saponin derivative

Quercetine derivative

Ferulic acid derivative
Quercetin-O-feruloyl-

hexoside

Quercetin

Quercetine derivative

Non identifié

Kaempferol

Temps de rétention (Rt), longueur d'onde maximale (d/max), masse moléculaire (m/z),
fragments MS? et identification des composés

RT: 0,00 - 19,00
12,00 NL:
3,91E5
] UVv_VIS_3
350000 wsb
300000
250000
2 200000
< ]
150000
100000j 14,67
] 11,25 1341
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Figure 36 : Chromatogramme UHPLC de I’extrait aqueux de S.argel enregistré a 370 nm
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4.3. Discussion
Le profil de la composition des extraits acétonique, méthanolique et aqueux des feuilles de
S. argel a été établi en utilisant la technique UHPLC / DAD / ESI-MS? en mode d'ionisation

négative. Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux 7, 8 et 9 respectivement.

L’analyse qualitative des trois extraits a révélé un certain nombre de composé€s en commun.
En effet, les pics de masse de 137 m/z ont été attribués a 1’acide salicylique (acide o-
hydroxybenzoique) en se basant sur leur spectre UV, leur masse et leur fragmentation MS?

comparativement a la littérature disponible (Kammerer et al., 2005; Ibrahim et al., 2015).

De plus, les fragmentations MS? détectées pour d’autres pics de méme masse que celle citée
précédemment, suggerent qu’il s’agit de dérivés d’acide salicylique 1’acide
p-hydroxybenzoique (Sun et al., 2007; Reed et al., 2009 ; Regos et al., 2009). Aussi, le
flavone glycosylé apigenin-O-pentosyl hexoside a pu étre mis en évidence dans les trois

extraits en prenant en compte les données de la littérature.

De méme, trois flavonols glycosylés ont pu étre identifiés dans la composition des trois extraits
étudiés, a savoir, la quercétine-3-O-rutinoside (rutine) (Lin et al., 2008 (a); Abu-Reidah et al.,
2015; Chen et al., 2015; Elsadig Karar et al., 2016; Singh et al., 2017), le kaempferol-3-O-
rutinoside (Monagas et al., 2007; Lin et al., 2008 (a); Chen et al., 2015) et le kaempferol-3-
O- diglucoside-7-O-glucoside (Llorach et al., 2003; Harbaum et al., 2007) respectivement,
par la comparaison de leurs spectres UV, leurs masses moléculaires et leurs fragments MS2
avec la littérature. Fait intéressant, seul le kaempférol a été détecté sous sa forme aglycone, la
encore la confirmation était basée sur des données de la littérature (Justesen, 2000; Llorach et
al., 2003; Monagas et al., 2007; Lin et al., 2008 (b)).

D’autre part, parmi les composés en commun des trois extraits analysés, deux pics ont eté
détectés aux masses moléculaires de 553 m/z et 693 m/z respectivement, montrant dans leurs
fragments MS? des ions de masse de 301 m/z correspondant & la fraction quercétine, ce qui

suggererait que ces composeés soient des derives de la quercétine.

Par ailleurs, le flavonol glycosylé kaempférol-3-O-glucoside (Astragalin) n’a pu étre identifié
que dans les extraits acétoniques et méthanoliques des feuilles de Solenostemma argel par la
comparaison de leur spectre UV, leurs masses et leur fragmentation MS? avec les données de la
littérature (Pikulski et Brodbelt, 2003; Schieber et al., 2003; Ibrahim et al., 2015; Chen et
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al., 2015; Elsadig Karar et al., 2016; Singh et al., 2017). D’autre part, trois acides
phénoliques ont été mis en évidence dans les extraits methanoliques et aqueux des feuilles de

S. argel, il s’agit du dérivé de I’ a-1-Caffeoylglucose (Rahmouni et al., 2018), de ’acide 3-
acetyl-4-caffeoylquinic (Singh et al., 2017) et du Caffeoyl alcohol 3/4-O-hexoside (Martini et
al., 2017).

Dans des enquétes préliminaires sur la plante, le kaempférol (Khaled et Novak, 1974),
la quercétine, la rutine et une saponine inconnue (El-Fishawy, 1976) ont été isolés. L'étude de
Michael en 1998 sur les constituants chimiques des feuilles de S. argel a identifié le flavonol
glycoside kaempferol-3-O-rutinoside et I'aglycone kaempferol (Michael, 1998). Des travaux
antérieurs ont également rapporté la présence du kaempférol-3-O-rutinoside et du kaempférol-
3-O-glucoside (astragaline) dans l'extrait méthanolique des feuilles de Solenostemma argel

(Innocenti et al., 2005). Ces données corroborent les résultats de notre étude.

Enfin, I’existence de dérivés de saponine a pu étre rapportée dans la composition des trois
extraits. Les pics présentant I'ion [M-H] =1047 m/z peuvent correspondre a la polyphylline G
(M=1048) et/ou a une forme isomérique. Malheureusement, dans nos conditions
expérimentales ces composés ne se sont pas fragmentés, par conséquent cette identification n’a
pas pu étre confirmée, néanmoins, la richesse reconnue de I'espéce S. argel en saponines
(Hassan et al., 2001) peut permettre cette supposition, d'autant plus que cette saponine était

déja trouvée dans d'autres especes végétales (Schulten et al., 1984).

De méme, le composé déetecté a l'ion [M-H] =901 m/z peut étre attribué a des dérivés de
saponine trouvés dans d'autres plantes, par exemple la chikusetsusaponine L5 dont la masse est
de 902 (Wan et al., 2012; Wang et al., 2015). De plus, le composé détecté a I'ion [MH]'=1053
m/z peut étre identifié comme étant le stemmoside F dont la masse est de 1054. En fait, I'étude
menée préecédemment sur la caractérisation chimique de I'extrait éthanolique de S. argel par
ESI-MS et RMN ont permis d'identifier le Stemmoside F (Plaza et al., 2005).

Bien que certaines de ces saponines n'aient jamais été trouvées dans le genre Solenostemma,

leur présence ne serait pas une surprise. Néanmoins, des eétudes phytochimiques

complémentaires doivent étre réalisées pour confirmer l'identification proposée.
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5. Analyse GCMS
5.1. Méthode

L'huile essentielle de S. argel a été analysée par GC-MS. L'analyse GC-MS a été réalisée a
I'aide d'une interface de chromatographie en phase gazeuse Agilent technologies 7890A avec
un détecteur sélectif de masse Agilent 5975 C.

L'instrument et I'acquisition des données ont éte réalisés avec le logiciel Chem-station.

La colonne capillaire analytique était en HP5-MS (30 m x 0,25 mm i.d, épaisseur du film 0,25
mm). La température de l'injecteur était de 250 °C, le volume d'injection 0,2 pul et la ration
fractionnée 1:50. Le programme de surchauffe était de 60 ° C pendant 8 min, 2°C/min a 250°C
pendant 20 min. La température de la source MS et de la source quadrapol était respectivement
de 230 ° C et 150 ° C, alors que, lI'impact du mode d'ionisation était de 70 eV et sur une plage
de balayage de 29-550.

L'identification des composeés a été réalisée sur la base des indices de rétention GC calculés a
partir d'une série d'alcanes injectés dans les mémes conditions avec I'échantillon, et en
comparant les spectres de masse avec ceux de la bibliotheque Wiley 7 NIST 2006.

Le pourcentage relatif des composés de ’huile a été calculé a partir des zones de pic GC.

5.2. Résultats

L’analyse quantitative de la composition de l'huile essentielle des feuilles de S. argel a été
réalisée par chromatographie gazeuse couplée a la spectrophotométrie de mase (GCMS).
L'extraction de I'huile essentielle des feuilles de S. argel par hydro-distillation a permis
I’obtention d’une huile de couleur jaune trés odorante. Le rendement obtenu pour 100 g de

feuilles est de 0,3% (v / w).

La GCMS a permis I’identification de vingt composants représentant 95,44% du total des
composants détectés. Les résultats de ’analyse sont représentés dans la Figure 37 et le
Tableau 10.
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Figure 37 : Chromatogramme GCMS de I'huile essentielle S. argel
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Tableau 10 : Identification des données GCMS de I'huile essentielle de S. argel

N° IR Composés IR®  9%GCMS® Identification
1 983  cis-2,6-Dimethyl-2,6-octadiene 0.126 RI, MS
2 1000 trans-2-(2-Pentenyl)furan 1007 0.326 RI, MS
3 1024  D-Limonene 1025 0.903 RI, MS
4 1035  Z-B-Ocimene 1038 0.552 RI, MS
5 1045  E-B-Ocimene 1048 0.949 RI, MS
6 1083  a-Terpinolen 1085 0.885 RI, MS
7 1106  Linalol 1103 57.103 RI, MS
8 1107 3i?ﬁzircl)yclt_atr|en-3-ol, 3,7- 1104 1,047 RI, MS
9 1173 Terpinene-4-ol 1174 0.245 RI, MS
10 1190  Terpineol 1189  12.954 RI, MS
11 1212 p-Menth-1-en-9-al 1232 0.430 RI, MS
12 1228  Nerol (cis-Geraniol) 1226 4.678 RI, MS
13 1257  trans-Geraniol 1258 12.658 RI, MS
14 1286  Edulan I, dihydro- 1289 0.679 RI, MS
15 1379  p-Damascenone 1382 0.487 RI, MS
16 1449  Geranyl acetone 1452 0.124 RI, MS
17 1480  B-lonene 1483 0.184 RI, MS
18 1713  Pentadecanal 1713 0.441 RI, MS
o 1844 tzr'iFr;?e”tthaSﬁcanone’ 6.10,14- 1843 021 RILMS
20 1970  n-Hexadecanoic acid 1970 0.462 RI, MS

% ldentification 95.443

% Composes 0Xygénés 91,844

% Composes NON-0Xygeneés 3,599

Indices de rétention donnés dans la littérature (NIST ou Wiley sur colonne capillaire HP-MS
ou DB5-MS non polaire).

® Indices de rétention par rapport aux n-alcanes C5-C28 calculés sur colonne capillaire HP5-
MS non polaire.

¢ Pourcentage calculé a partir des aires des pics du chromatogramme GC sur la colonne
capillaire HP5-MS non polaire.
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5.3. Discussion

L'analyse GCMS de I'huile essentielle des feuilles de S. argel a permis l'identification d’une
vingtaine de composants. Compte tenu des directives générales (Bakkali et al., 2008) indiquant
gu'un composant est considéré comme majoritaire s'il représente 20 a 70% des composants
présents dans le mélange, le linalol seul peut étre considéré comme un composant majoritaire

dans la mesure ou il représente plus de 57% de la composition de I’huile essentielle de S. argel.

De plus, I'analyse RMN de I'huile essentielle de S. argel a montré que le composé principal est
le linalol. Généralement, ces composants majoritaires déterminent les propriétés biologiques
des huiles essentielles (Bakkali et al., 2008). Néanmoins, d'autres composants comme le
terpinéol (12,954%) et le trans-géraniol (12,658%) représentent plus de 10% du mélange et

pourraient participer aux effets biologiques enregistrés.

6. Analyse RMN

6.1. Méthode

L'huile essentielle des feuilles de S. argel a également été analysée par RMN. Les spectres
RMN de I’huile essentielle de S. argel ont été enregistrés sur un spectrometre Bruker Avance
300 (300,13 MHz pour 1H et 75,47 MHz pour 13C).

Le tétraméthylsilane (TMS) a été utilisé comme étalon interne. Les déplacements chimiques (9,
ppm) décrits pour chaque composé ont été obtenus a température ambiante dans une solution
de chloroforme deutéré (CDCI3).

Des attributions sans équivoque de *C RMN ont été effectuées & l'aide d'expériences 2D
gHSQC et gHMBC (les retards pour les couplages J C / H a une liaison et a une longue portée
ont été optimisés pour 145 et 7 Hz, respectivement).

6.2. Résultats et discussion

Le composant majoritaire de I'huile essentielle S. argel révélée par I’analyse GCMS est le
linalol. Pour confirmer cela, I'huile essentielle a été analysée par spectroscopie RMN. Le *H
RMN montre clairement les trois groupes meéthyle et les protons vinyliques aux déplacements
chimiques attendus (Figure 38). Dans le systéeme vinylique composé de carbones C-1 et C-2, il
est évident que les deux protons liés au carbone C-1 ne sont pas équivalents et apparaissent a 6
5,05 et 5,23 ppm avec des constantes de couplage typiques des protons géminés (J = ~ 1 Hz) et
une constante de couplage vicinal typique d'une configuration cis (J = ~ 11 Hz) et trans (J = ~
15 Hz).
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Ces dernieres constantes sont le résultat du couplage avec le proton H-2, qui apparait comme
un double doublet a 6 5,91 ppm et permet l'identification du proton H-1gs & 5,05 ppm et H-1yans
5,23 ppm (Figure 38).

Ces identifications pourraient étre confirmées par les expériences de RMN bidimensionnelle
(COSY et HSQC) (Figure 39). Les autres protons pourraient également étre détectés par ces
expériences, qui ont egalement permis de confirmer [lattribution du proton H-6 et
I'identification des groupes méthyle. Le spectre *C RMN confirme également la structure du
linalol et l'utilisation des spectres HSQC et HMBC a été possible pour identifier les signes les
plus pertinents, a partir desquels le carbone C-3 a 6 74 ppm peut étre mis en évidence (voir
BCRMN).
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Figure 38 : Spectre RMN 1H de I'huile essentielle de S. argel et structure du Linalol avec numérotation IUPAC
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Etude Toxicologique




Toxicité Orale Aigué




Etude de la toxicité aigie
1. Méthode

L’étude de toxicité orale aigle des différents extraits de S. argel a été réalisee conformément
aux lignes directives de I'Organisation de Coopération et de Développement Economique
OCDE-420 (OCDE, 2002). Des rats femelles saines, nullipares et non gravides ont été
utilisées pour cette étude. Les rats ont été repartis en treize (13) groupes a raison de cing
sujets par groupe. Une dose unique de chaque extrait (500, 1000 et 2000 mg / kg) a été
administrée a des rats mis a jeun pendant la nuit, tandis que le groupe témoin recevait de I'eau

distillée (10 ml / kg). Le schéma principal de 1’étude est représenté dans la Figure 40.

Dose initiale
5 animaux 5 animaux 5 animaux
500 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg

-

$74):

[Catégories SCGH 4 5

@ > 2 morts > 1 avec toxicité évidente/ou < 1 mort @ Pas de toxicité

Figure 40 : Schéma principal de I’étude de la toxicité aigiie selon la ligne directive 420
de ’OCDE

Les animaux ont été observés individuellement pendant toute la période expérimentale, pour
déceler tout changement comportemental et neurologique traduisant des signes de toxicité
aigué. Pendant 14 jours, les animaux ont été pesés et le nombre de morts a été comptabilise.
Le 14° jour, des échantillons de sang ont été prélevés afin de mesurer certains parametres
biochimiques, notamment l'urée, la créatinine, I'AST, I'ALT, la phosphatase alcaline, les

protéines totales et I'albumine.
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2. Etude anatomopathologique

Les animaux ont ensuite été sacrifiés et autopsiés et divers organes (cceurs, foies, reins,
poumons et rates) ont été prélevés et pesés en vue de subir une étude histopathologique.

La technique d’analyse histopathologique utilisée est la méthode standard a savoir :
une inclusion en paraffine, un passage dans les alcools pour la déshydratation puis la coupe a
I’aide du microtome (coupes de 2,5 um), un séchage et enfin une coloration a 1’hématoxyline
et a I’éosine pour le noyau et le cytoplasme. La lecture, I’interprétation et la synthése sont
faites pour chaque cas, selon les doses testées a savoir 500 mg, 1000 mg et 2000 mg.

Enfin, une iconographie rapporte les images caractéristiques reflétant les Iésions observees.

3. Résultats

L’évaluation de la toxicité aiglie des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que de
I’huile essentielle de S. argel, apres une administration unique aux doses de 500, 1000
et 2000 mg/kg pendant une période de 15 j, a été réalisée sur la base de I’examen du
comportement, de la croissance, des valeurs des parametres biochimiques mesurés ainsi que
sur la base des comptes rendus nécropsiques, accompagnés des examens histologiques qui s’y

rattachent.

Lors de I’étude de la toxicité aiglie des extraits et huile essentielle de S.argel, aucune mort n'a
été signalée pendant I'expérience, néanmoins au niveau du comportement général, les rats
sont restés calmes, avec une augmentation du temps de sommeil et une diminution de la
vivacité comparativement aux témoins.

Par ailleurs, aucun changement au niveau de la nature des selles, des urines, ni encore moins,
des modifications de 1’aspect général des rats (pilosité, peau, état des yeux, des oreilles et de
la bouche) n’a été enregistré. Les animaux n’ont pas fait d’hématurie, ni de diarrhée, ni de
mouvements non coordonnés, ni de dyspnée durant la période d’étude.

De plus, un gain en poids corporel progressif a été constaté chez les rats mis a 1’essai pendant
toute la durée de I’expérience (Tableau 11). Aussi, aucune différence significative n’a été

enregistrée entre les poids des organes comparativement au groupe témoin (Tableau 12).

L’analyse des constantes biochimiques a révélé qu’aucune différence significative des
niveaux sériques des paramétres testés n’a été observée, comparativement au groupe témoin,
excepté pour les valeurs ALT et AST enregistrées chez les rats traités a la dose de 2000
mg/kg par les extraits acétonique (ALT (p <0,001), AST (p <0,036)), méthanolique (ALT (p
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<0,0001), AST (p <0,0001)) et aqueux (ALT (p <0,01), AST (p <0,05)) ainsi que par I’huile
essentielle (ALT (p <0,002), AST (p <0,002)), respectivement (Tableau 13).

A la fin de la période expérimentale, les rats témoins et ceux traités avec les extraits
acetonique, méthanolique et aqueux ainsi que 1’huile essentielle des feuilles de S. argel aux
différentes doses testées, ont été autopsiés et leur foie, reins, poumons, rate et coeur ont été
soumis a un examen histopathologique. L'autopsie a révélé que la taille, la couleur et la forme
des différents organes prélevés in situ étaient normales. Les prélevements réalisés au niveau
des organes n’ont pas présenté de modifications macroscopiques, ni de lésions de nécrose
ischémiques visibles a I’ceil nu et pas de foyers suspects d’altérations des tissus.

NB : Les préléevements ont été faits de fagon systématique et ont consisté en trois fragments

inclus en totalité.

Les Résultats de nos travaux ont été publiés dans un article novateur intitulé :

"In vivo acute toxicity, analgesic activity and phytochimical characterization of Solenostemma
argel (Del) Hayne essential oil" dans la revue Journal of Applied Biotechnology Reports, en
2023
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Tableau 11: Suivi des Poids corporels des rats lors de 1’étude de la toxicité aigue des extraits et de 1’huile essentielle de S. argel

Groupes Controle Extrait Acétonique Extrait Méthanolique Extrait Aqueux Huile Essentielle
?n(:;?kg) 10 500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000
Poids corporel (g)
Jo 183+1,22 182,8+1,3 183,4+1,14 | 183,6+1,14 | 181,6%+2,3 183+1,87 182+1 182+1,41 178,6+1,81 | 179,4+0,89 177,6£1,14 177,6+0,54 178,4+1,14
J7 183,6+4,39 | 188,4+3,36 | 182,4+5,41 | 185,8+2,16 | 187+2,82 188,6+1,14 | 185+4,35 181,2+8,78 | 181+2,12 182,8+4,08 185,6+1,81 186,8+1,30 186+1,58
J14 191,4+2,88 | 194,2+5,8 191,6+3,78 | 191+6,36 192,8+4,7 194,2+2,58 | 179,2+45,93 | 189+6,59 189,842,16 | 189+7,71 186,8+3,56 193,8+3,56 192,8+4,02
Tableau 12: Poids des organes prélevés lors de 1’étude de la toxicité aigue des extraits et de I’huile essenticelle de S. argel

Groupes | Controéle Extrait Acétonique Extrait Méthanolique Extrait Aqueux Huile Essentielle
?n(:;kg) 10 500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000
Poids des organes (g)
Foie 6,56+0,47 | 6,52+0,43 | 6,72+0,61 | 6,52+0,7 7,32+0,73 | 6,84+£0,57 | 6,75+0,53 | 7,23+0,62 | 6,36+£0,54 | 7,07+0,55 6,34+0,5 6,1+0,23 6,26+0,37
Rein D 0,54+0,02 | 0,53+0,02 | 0,53+0,01 | 0,58+0,08 | 0,66+0,04 | 0,59+0,03 | 0,59+0,03 | 0,66+0,07 | 0,67+0,02 | 0,68+0,04 0,64+0,06 0,58+0,03 0,61+0,05
Rein G 0,52+0,02 | 0,51+0,02 | 0,51+0,0 0,57+0,06 | 0,67+0,07 | 0,61+0,03 | 0,60+0,08 | 0,68+0,02 | 0,69+0,04 | 0,66+0,03 0,63+0,03 0,60+0,03 0,60+0,09
Rate 0,66£0,02 | 0,63+0,03 | 0,67+0,07 | 0,77%£0,12 | 0,50+0,05 | 0,78+0,09 | 0,79+0,21 | 0,63+0,14 | 0,5+0,16 0,57+0,03 0,43+0,05 0,47+0,06 0,58+0,14
Poumons 1,33+0,32 | 1,18+0,2 1,05£0,12 | 1,43+0,35 | 1,91+0,41 | 1,58+0,45 | 1,49+0,42 | 1,69+0,41 | 2,02+0,69 | 1,75+0,13 1,56%0,24 1,8+0,4 1,2+0,29
Ceeur 0,64+0,03 | 0,63+0,02 | 0,66+0,02 | 0,57+0,06 | 0,62+0,07 | 0,52+0,04 | 0,53+0,07 | 0,65+0,1 0,6+0,03 0,66+0,07 0,65+0,06 0,55+0,06 0,61+0,07
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Tableau 13 : Résultats des parametres biochimiques obtenus lors de I’étude de la toxicité aiglie des extraits et de I’huile essentielle de S. argel

Groupes Controle Extrait Acétonique Extrait Méthanolique Extrait Aqueux Huile Essentielle
Dose 10 500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000 500 1000 2000
(mg/kg)
Paramétres biochimiques
Urée 0,44+0,07 | 0,46+£0,16 | 0,48+0,18 | 0,49+0,07 | 0,53£0,07 | 0,50+0,03 | 0,51£0,05 | 0,55+0,04 | 0,54+0,11 | 0,46x0,03 0,44+0,06 0,48+0,07 0,46+0,07
Créatinine | 11,30+£0,38 | 9,75+£1,26 | 8,65+1,63 | 9,25+3,98 | 8,6+0,46 10,58+2,67 | 8,23x1,57 | 7,61+0,42 | 8,3+0,69 8,61£1,27 9,15+1,28 9,39+0,84 8,26+1,71
‘:rci‘(‘;l‘:e 15,54+1,24 | 13,47+38 | 10,7+2,64 | 10,120,38 | 15,7+0,84 | 15,26+4,95 | 18,00£9,1 | 13,33+9,9 | 18,7+10,4 | 18,43+8,3 13,03+7,67 | 20,37+8,6 21,6%8,83
::)rt‘;tlz;“es 70,18+1,30 | 68,4245.4 | 63,1242,6 | 70,24+531 | 67,942,221 | 64,7745,:86 | 66,7341 | 58,625,76 | 59,8+5.84 | 7227442 | 62,05¢6,16 | 56,24+7,48 | 60,63%8,76
Albumine | 31,54£1,71 | 36,3%£7,9 33,7+11,1 31,9+3,14 | 39,6+2,37 | 32,21+£5,82 | 33,6+3,06 | 42,84+9,6 | 45,5159 | 38,63+5,5 40,22+4,28 33,24+278 34,91+3,16
PAL 133,9+6,92 | 137,8+9,1 | 140,5+48,3 | 166,7+26,2 | 98,5+18,2 | 71,48+17,1 | 129,6+29,3 | 82,4+28,8 | 84,7+7,81 | 74,3+17,04 | 54,35+19,25 | 99,82+27,14 | 101,44+16,9
GOT 62,1646,4% | 66,3+7,88 | 63,46+12,9 | 90,5+24,5" | 61,5+14,7 | 84,96+15,8 | 163,6249° | 108,5+31,2 | 114,1227 | 123,8441,7° | 84,4+1894 | 114,76+24,1 | 146,3+19,4°
GPT 51,7¢4,7¢ | 54+4,95 55,05+8,8 | 70,24+5.3" | 65,9+24,31 | 67,9+16,65 | 128,3+28" | 64,48+17,6 | 72,7+15,0 | 91,94+25,3% | 68,69+14,71 | 106,72+459 | 128,3+24,9°
vGT 4,20+0,44 | 4,51+0,21 | 4,67£0,5 4,5240,33 | 6,47+3,44 | 3,93£1,91 | 5,1741,32 | 4,86+1,51 | 4,93+2,85 | 4,86+3,61 4,86x1,71 2,47+0,21 4,7+1,2
Bilirubine
totale 730£1,29 | 7,83+1,21 | 8,87+1,75 | 9,58+1,43 | 7,77x0,22 | 7,90,66 | 8,13+1,69 | 5,950,34 | 5,11%2,09 | 8.13+2,84 | 6,57£1,57 7,29+3,57 6,49+2.3
Bilirubine
directe 431+1 4,59+0,9 | 4,5640,59 | 5,05+0,52 | 4,79+0,22 |3,97+0,3 | 3,5240,23 | 3,13+1,01 | 2,57+1,7 |2,77£1,05 | 1,84+0,55 3,33+2,14 2,85+1,62
Bilirubine
indirecte 2,99+0,38 | 3,23£0,66 | 4,30+2,16 | 4,53+1,42 | 2,98+0,08 | 3,93+0,55 | 4,6+1,82 2,8240,81 | 2,54+2,27 | 5,36%1,8 4,72+1,47 3,96£2,32 3,63+1,71

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=5). Les chiffres avec des lettres identiques montrent une différence non-significative
apres analyse ANOVA suivie par le test de Tukey, alors que les chiffres avec des lettres différentes montrent une différence significative(p<0,05).
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L'examen histopathologique des organes prélevés sur les rats témoins n'a révélé aucune

anomalie lésionnelle (Figure 41).

Figure 41 : Microphotographies des organes prélevés du groupe témoin.
Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. Foie: parenchyme hépatique normal x10 ; B. Poumon: parenchyme pulmonaire normal
x10 ; C. Rein: parenchyme rénal normal x10 ; D. Ceeur: parenchyme cardiaque normal x10 ;
E. Rate: parenchyme splénique normal x10.
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Par ailleurs, 1’examen microscopique des organes prélevés sur les rats traités par 1’extrait
acétonique de S. argel a permis de mettre en évidence des lésions hépatiques, rénales et
pulmonaires. En effet, les Iésions hépatiques détectées ne sont apparues qu'a la dose de 1000
mg/Kg et sont représentées par une congestion vasculaire des sinusoides et de rares foyers de
stéatose sous capsulaire (10 % de parenchyme) (Figure 42 (B)), alors qu'a 2000 mg/kg, des
Iésions degenératives des foyers de pycnose ont été observées et couvraient 25 % du
parenchyme dans 3 cas sur 5 (Figure 42 (C)).

Figure 42 : Microphotographies du foie des rats traités par I’extrait acétonique de S. argel.
Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAAC 500 mg/kg : parenchyme hépatique normal x20 ; B. SAAC 1000 mg/kg: stéatose
sous capsulaire x20 ; C. SAAC 2000 mg/kg: pycnose et dégénérescence acidophile x40. S:
Stéatose, P: Pycnose, D: Dégenérescence cellulaire.

Les lésions rénales ont commencé a apparaitre a la dose de 500 mg/kg sous forme de tubulite
toxique recouvrant 20 % du parenchyme, observée dans un cas sur cing (Figure 43 (A)). Des
Iésions plus étendues sont observées aux doses de 1000 et 2000 mg/kg sous forme de tubulite
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avec hypercellularité mésangiale couvrant prés de 25 % du parenchyme dans trois cas sur cing
(Figure 43 (B), (C)).

v w -

Figure 43 : Microphotographies des reins des rats traités par 1’extrait acétonique de S. argel.
Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAAC 500 mg/kg: Dégénérescence tubulaire x40 ; B. SAAC 1000 mg/kg: Dégénérescence
tubulaire avec hypercellularité mésangiale du floculus x40; C. SAAC 2000 mg/kg:
Dégénérescence tubulaire avec hypercellularité mésangiale x20. DT: Dégénérescence
tubulaire, HC: Hypercellularité.

De plus, I'examen histopathologique des poumons a révélé des lésions pulmonaires de type
alvéolite aux doses de 500 mg/kg, 1000 mg/kg et 2000 mg/kg couvrant 25 % du parenchyme.
La fréquence d'apparition de ces Iésions varie selon les doses administrées, ainsi, elle est d'un
cas sur cing a la dose de 500 mg kg, de deux cas sur cing a la dose de 1000 mg/kg et de cing
cas sur cing a une dose de 2000 mg/kg (Figure 44).
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Figure 44 : Microphotographies des poumons des rats traités par 1’extrait acétonique de
S. argel. Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAAC 500 mg/kg: Alvéolite x10 ; B. SAAC 1000 mg/kg: Alvéolite macrophagique x40 ;
C. SAAC 2000 mg/kg: Alvéolite macrophagique et emphyséme x10. Av: Alvéolite, Mc:
Macrophages, Em: Emphyséme.

Enfin, I'examen histopathologique de la rate et du cceur n'a révélé aucune 1ésion toxique chez
les rats traités a 1’extrait acétonique de S. argel.

D’autre part, I’examen histopathologique des organes des rats traités par [’extrait
méthanolique de S. argel a révélé des lésions hépatiques et pulmonaires allant crescendo en
sévérité en fonction des doses testées. Les Iésions hépatiques observées consistaient en une
Iégere congestion vasculaire a la dose de 500 mg/kg (Figure 45 (A)), une dilatation
sinusoidale des veines centrolobulaires & la dose de 1000 mg/kg (Figure 45 (B)) et la
présence d’une dilatation des veines centrolobulaires avec ectasie des sinusoides et une

pycnose de certaines cellules en foyer a la dose de 2000 mg/kg (Figure 45 (C)).
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Figure 45 : Microphotographies du foie des rats traités par 1’extrait méthanolique de S. argel.
Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAME 500 mg/kg: parenchyme hépatique normal x4 ; B. SAME 1000 mg/kg: stéatose
sous capsulaire x4 ; C. SAME 2000 mg/kg: pycnose et dégénérescence acidophile x25.

CV: Congestion vasculaire, DV: Dilatation vasculaire, DS: Dilatation sinusoidale,
D: Dégénérescence cellulaire.

Par ailleurs, ’examen microscopique du parenchyme pulmonaire a permis de mettre en
évidence des lésions pulmonaires allant de discrétes lésions d’emphyséme a la dose de
500 mg/kg a des lésions a type d’emphyséme diffus a la dose de 1000 mg/kg (Figure 46 (A),
(B)). De plus, une prédominance de lésions emphysémateuses avec rupture des septats
périphériques associées a des lésions macrophagiques sous forme d’amas de cellules
histiocytaires et lymphocytaires témoignant d’une inflammation ainsi que des lésions de
dégénérescence cellulaire en péri-lobulaire ont été révélées a la dose de 2000 mg/kg (Figure
46 (C)).

95



Figure 46 : Microphotographies des poumons des rats traités par 1’extrait méthanolique
de S. argel. Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAME 500 mg/kg: Emphyséme localisé en bulle x25 ; B. SAME 1000 mg/kg: Emphyséme
diffus x4 ; C. SAAC 2000 mg/kg: Emphyseme diffus avec rupture des septats alvéolaires x40.
RS: Rupture des septats, Em: Emphyseme.

D’autre part, I’examen histopathologique des reins a montré des Iésions de dégenérescence
des tubes rénaux sans lésions des glomérules uniquement chez les rats recevant la dose de
2000 mg/kg (Figure 47). Enfin, aucune anomalie 1ésionnelle n’a été révélée au niveau du

ceeur et de la rate a toutes les doses testées.
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Figure 47 : Microphotographies des reins des rats traités par 1’extrait méthanolique
de S. argel. Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAME 2000 mg/kg: Deégénérescence tubulaire sans lésions glomérulaires x10.
DT: Dégénérescence tubulaire.

L’examen histopathologique des organes prélevés sur les rats traités par ’extrait aqueux
lyophilisé des feuilles de S. argel, a mis en évidence des Iésions intéressant essentiellement le
foie et les poumons. Les lésions hépatiques observées se traduisaient par des stases
vasculaires au niveau des veines centrolobulaires et des sinusoides. Ces lésions étaient
graduellement progressives, nulles a 500 mg/kg, modérées a 1000 mg/kg (Figure 48 (B))
mais avec une répercussion au niveau des hépatocytes sous forme de dégénérescence
cellulaire a 2000 mg/kg (Figure 48 (C)).
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Figure 48 : Microphotographies du foie des rats traités par I’extrait aqueux lyophilisé
de S. argel. Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAAQ 500 mg/kg: parenchyme hépatique normal x10 ; B. SAAQ 1000 mg/kg: dilatation
des veines centrolobulaires x10 ; C. SAAQ 2000 mg/kg: stase vasculaire et dilataton des
sinusoides x10. CV: Veine centrolobulaire, DS: Dilatation sinusoidale.

Au niveau du parenchyme pulmonaire, des dilatations des cavités alvéolaires avec ruptures
des septats ont été mises en évidence surtout dans les zones périphériques et de fagon inégale
selon les doses testées. En effet, les foyers emphysémateux n’apparaissent qu’a la dose de
1000 mg/kg pour s’accentuer a la dose de 2000 mg/kg (Figure 49 (B), (C)).
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Figure 49: Microphotographies des poumons des rats traités par I’extrait aqueux lyophilisé de
S. argel. Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAME 500 mg/kg: Aspect subnormal x10 ; B. SAME 1000 mg/kg: Emphyséme en foyer
x10 ; C. SAAC 2000 mg/kg: Emphyséme diffus périphérique x10. Em: Emphyséme.

Par ailleurs, une métaplasie myéloide a été observée au niveau de la rate aux différentes doses
testées, ce phénomene pourrait étre lie & un déficit de la moelle osseuse (Figure 50). Enfin, le
parenchyme rénal et les faisceaux musculaires cardiaques ne présentaient aucune anomalie

lésionnelle méme aux fortes doses testées.
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Figure 50 : Microphotographies du parenchyme splénique des rats traités par I’extrait aqueux
Iyophilisé de S. argel. Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

A. SAME 500 mg/kg: Discrete métaplasie myéloide x10 ; B. SAME 1000 mg/kg: Métaplasie
myéloide x10 ; C. SAAC 2000 mg/kg: Métaplasie splénique avec métacaryocytes nombreux
x20. Mc: Métacaryocytes.

L’examen microscopique des organes prélevés chez les rats traités par I’huile essentielle des
feuilles de S. argel a révélé des lésions hépatiques et pulmonaires.

En effet, les lésions hépatiques détectées n'apparaissent qu'a la dose de 2000 mg/kg et sont
représentées par une stase veineuse légere et focale (Figure 51 (A)).

De plus, I'examen histopathologique des poumons a révélé des lésions pulmonaires discrétes
et 1égéres sous forme d'alvéolite cedémateuse et d'emphyséme périphérique, observées aux
doses de 1000 et 2000 mg/kg (Figure 51 (B), (C)). Enfin, I'examen histopathologique des

reins, de la rate et du cceur n'a révélé aucune lésion toxique pour toutes les doses testées.
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Figure 51 : Microphotographies du foie et des poumons des rats traités par I’huile essentielle
de S. argel. Coupes histologiques colorées par I’Hématoxyline/Eosine (H/E).

1. Foie: A. SAHE 2000 mg/kg: Foyers de dilatation centrolobulaire x10 ; 2. Poumons: B.
SAME 1000 mg/kg: Emphyséme en foyer x10; C. SAAC 2000 mg/kg: Emphyseme
périphérique x10. D: Dilatation, VC: Veine Centrolobulaire, Em: Emphyséme, AO: Alvéolite
edémateuse.
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4. Discussion

L’évaluation de la toxicité aigie a été menée dans le but de déterminer les éventuels effets
toxiques pouvant survenir aprés une administration orale unique des extraits acétonique,
méthanolique et aqueux de S. argel, ainsi que de son huile essentielle.

Aucun signe de morbidité ou de mortalité n’a été observé tout au long de la durée de
I'expérience aux concentrations testées pour les extraits et huile essentielle de S. argel, ce qui
indique que ces extraits ont été bien tolérés par les rats. Selon le systéme de classification
globalement harmonisé de ’OCDE (SGH, 2013), les extraits et I’huile essentielle testés
peuvent étre classés dans la catégorie 5 et considérés comme des substances non toxiques par
voie orale.

Par ailleurs, le comportement général et le poids corporel sont des paramétres critiques pour
I'évaluation des premiers signes de toxicité (Sireeratawong et al., 2008). Le suivi
hebdomadaire de la masse pondérale durant la période du test de toxicité aigué de S. argel a
décelé un gain en poids progressif des rats mis a 1’essai. Ceci peut étre attribué a la croissance

normale des rats avec I'dge ou a I'amélioration de la consommation d'aliments par les rats.

Dans la présente étude, aucune altération des parameétres biochimiques n'a é€té observée apres
le traitement par les extraits et I’huile essentielle de S. argel a I'exception des parametres ALT
et AST enregistrés chez les rats traités a la dose de 2000 mg/kg. Des niveaux augmentés
d'ALT et d'AST peuvent étre la conséquence d’une toxicité hépatique. En effet, les enzymes
hépatiques, bio-marqueurs sériques, sont généralement les parametres biochimiques dosés
afin d'évaluer les effets toxiques sur le foie (Mukinda et Syce, 2007). Les augmentations des
taux d'AST et d'ALT dans le sérum sont associées a une toxicité hépatique par des
médicaments ou toute autre hépatotoxine (Ramaiah, 2011). L’augmentation de I’activité des
aminotransférases (AST et ALT) traduit une cytolyse hépatique. Cependant, I’ALT est plus
specifique au foie que I’AST et par conséquent , c’est un meilleur parametre pour détecter des
Iésions hépatiques. En plus du foie, I'AST est également associée a des maladies d'autres

organes tels que le ceeur et le muscle (Ozer et al., 2008).

L'évaluation des changements pathologiques dans les organes des animaux traités, a la fois
macroscopiquement et microscopiquement, est la base d'une évaluation de la sécurité (Prabu

et al., 2013). L'examen macroscopique des rats traités aux extraits et a I’huile essentielle de
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S.argel, a toutes les doses testées, n'a révélé aucun changement dans les organes vitaux et
reproducteurs au cours de l'analyse qualitative. Lors de I'examen histologique, aucune
aberration grave dans l'intégrité structurelle des organes étudiés n'a été enregistrée apres
administration des extraits acétonique, méthanolique et aqueux a la dose de 500 mg/kg de
poids corporel. Cependant, leur administration aux doses de 1000 mg/kg et 2000 mg/kg a
entrainé des modifications pathologiques au niveau du foie, des reins et des poumons. Par
ailleurs, I’examen microscopique des organes des rats traités par 1’huile essentielle de S.argel
a permis de mettre en évidence des lésions discrétes au niveau du foie uniquement chez les
rats ayant recu 1’huile a la dose de 2000 mg/kg et des lésions pulmonaires minimes aux doses
de 1000 et 2000 mg/kg.

4. Conclusion

Les résultats obtenus démontrent une toxicité orale possible des extraits acétonique,
méthanolique et aqueux de S.argel, ainsi que de son huile essentielle aux doses élevées de
1000 mg/kg et 2000 mg/kg.
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Activité Cytotoxique




Activité cytotoxique

1. Méthode

Le test de cytotoxicité a été realisé selon la méthode decrite par Meyer et al., 1982. Pour cela,
des ceufs d’Artemia salina ont été élevés a I’abri de la lumiére, dans un systéme contenant de
I’eau de mer artificielle. Au bout de 24h, les ceufs ont commencé a éclore et des larves de
crevettes de saumure appelées nauplii sont apparues et ont été collectées a 1’aide d’une
pipette. Par la suite, une solution mere de chaque extrait de S. argel ainsi que du contréle
positif ;le bichromate de potassium (K.Cr.O;) a été préparée en dissolvant 20 mg de la
substance a tester dans 2 ml de DMSO. Puis, dix larves d’Artemia salina ont été transférées
dans des flacons contenant un volume final de 5 mL avec une gamme de dilution de 1000,
800, 600, 400, 200, 100 et 10 pg/ml pour chaque substance a tester. Le contrble négatif est
additionné de 500 pl de DMSO.

24 a 48h plus tard, les larves ont été comptées et le nombre de survivants a €té enregistré pour
chaque concentration testée. L’expérience a €té réalisée en triplicatas au cours de trois tests
successifs.

Afin d’estimer la CL50 (Concentration létale de 50% des nauplii d’Artemia salina) des
extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME) et aqueux (SAAQ) ainsi que celle de
I’huille essentielle (SAHE) de S.argel, la transformation en probits des pourcentages des
mortalités corrigées (Cavelier, 1976), ainsi que celle des logarithmes décimaux des doses
testées ont été réalises (Cavelier, 1976). Ces transformations ont permis d’établir des
équations des courbes de régressions « probit — logarithmes ».

A partir des équations, les concentrations létales 50 (CL50) de chacun des extraits et I’huile
essentielle ont été calculées en remplagant « y » par le probit 50 (5). Les CL50 peuvent étre
déterminées graphiquement en recherchant 1’abscisse du point correspondant au probit 5 sur

le graphe (Cavelier, 1976).

2. Resultats

L’évaluation de I’activité cytotoxique des extraits acétonique, méthanolique, aqueux et 1’huile
essentielle des feuilles de S. argel a été réalisée sur des nauplii d’Artemia salina. Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 14 sous forme de moyenne arithmétique + 1’écart-type

des taux de mortalité enregistrés pour chaque groupe. Le tableau 14 présente aussi les
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résultats de la comparaison multiple par le test de Tukey entre les différents lots ainsi que les

valeurs de CLso obtenues.

Tableau 14 : Taux de mortalité et CLso enregistrés au cours de 1’activité cytotoxique de
I’huile essentielle et des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S.argel

Dose Taux de mortalité (%)
(ng/ml) | Controle K2Cr,07 SAAC SAME SAAQ SAHE
Controle 0
1000 1+0° 1402 0,866+0,152% | 0,83+0,152° 102
800 1+0"bc 0,9+0,10% | 0,66+0,1522 | 0,76+0,057% 1+0%c
600 1+0° 0,84#0,10%® | 0,66+0,057% | 0,63+0,2082 1+0°
400 1+0° 0,766+0,057% 0,6+0,1°2 0,53+0,0572 1+0°
200 1+0° 0,566+0,0572 | 0,56+0,0572 0,5+0,1° 1+0°
100 0,833+0,152° | 0,466+0,057? | 0,43x0,057% | 0,43x0,0572 | 0,933+0,047"
10 0,566+0,057% | 0,36x0,057% | 0,366+0,057% | 0,33+0,0572 | 0,733%0,047"
CLso
(g 8,62 151,83 168,76 199,87 3,43

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=10). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une difference non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

Les extraits acétonique, méthanolique, aqueux et 1’huile essentielle de S.argel ainsi que le
standard bichromate de potassium ont enregistré des effets cytotoxiques considérables mais
différents selon les lots. En effet, ’huile essentielle de S.argel a montré un pouvoir
cytotoxique trés significatif envers les Artemia salina et supérieur a celui des extraits
acétonique, méthanolique et aqueux (p<0,0001) (Tableaul4 ; Figure 52). Par ailleurs, 1’huile
essentielle de S.argel a enregistré un effet cytotoxique similaire a celui du produit de
référence bichromate de potassium aux différentes doses testées (p =0,54) (Tableau 14;
Figure 52).

Les extraits méthanolique et aqueux ont présenté, quant a eux, des pouvoirs cytotoxiques
équivalents (p =0,93), mais différents de ceux de 1’extrait acétonique (p <0,001; p <0,0001) et
du bichromate de potassium (p <0,0001) (Tableau 14 ; Figure 52).
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Figure 52 : Taux de mortalité des nauplii d’Artemia salina en fonction des doses de I’huile
essentielle et des extraits de S.argel testées.

Afin de déterminer la CLso de I’huile essentielle et des extraits acétonique, méthanolique et
aqueux de S.argel ainsi que celle du standard bichromate de potassium, les logarithmes
décimaux des différentes doses testées ont été calculés et les taux de mortalité enregistrés ont

été convertis en probit en utilisant la table de Finney (Finney, 1971) (Annexe 2).

Les représentations graphiques des probits en fonction des logarithmes décimaux des doses de
I’huile essentielle et des extraits acétonique, méthanolique et queux de S.argel ainsi que celle
du standard bichromate de potassium ont permis d’obtenir des courbes de régression dont les
équations mathématiques sont y = 1,3664x + 4,2685, y = 2,0758e%40% | y = 3,3635e%178 |y =
3,18e01967™ et y = 1,6491x + 3,4573 (y = probit ; x = log décimal des doses), respectivement
(Figure 53).

Les valeurs des coefficients de détermination obtenues pour SAHE, SAAC, SAME, SAAQ et
le standard K>Cr;O. sont R?= 0,85819, R2= 0,75516, R2= 0,79292, R?= 0,85473 et R?=
0,83271, respectivement, d’ou des coefficients de corrélation r = +0,83, r = +0,68, r = +0,74, r
= +0,83 et r = +0,80, ces derniers sont compris entre -1 et 1 (-1<r<1), donc la corrélation est
dite positive, ces valeurs sont proches de 1 ce qui signifie que la mortalité et les doses sont

fortement corrélées (Figure 53).
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Figure 53 : Courbes de régression des probits en fonction du log décimal des doses testées du
bichromate de potassium et des extraits et I’huile essentielle de S. argel.

A partir des équations, les concentrations létales 50 (CLso) ont été calculées en remplagant Y
par le probit 50 (5). La CLso peut étre déterminée graphiquement en recherchant 1’abscisse du
point correspondant au probit 5 sur le graphe (Cavelier, 1976). Les CLsg estimées pour 1’huile
essentielle, les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S.argel et le bichromate de

potassium représentent les CL50 théoriques et sont présentées dans le tableau 14.
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3. Discussion

Le test biologique de létalité des artémias est un test simple qui vise a évaluer la cytotoxicité
des composés végeétaux bioactifs (Wu, 2014). Le principe de ce test est basé sur la capacité
des substances testées a altérer un petit crustacé 1’Artemia salina (Wu, 2014; Waghulde et
al., 2019). Cette méthode est fiable, rapide et largement utilisée pour 1I’évaluation préliminaire
de la cytotoxicité des substances phytochimiques présentes dans les extraits de plantes
(Baravalia et al, 2012; Wu, 2014; Ghareeb et al., 2014; Waghulde et al., 2019), par
détermination de la concentration létale de 50 % des Artemia salina (LCso) (Nerdy et al.,
2021).

Une substance est considérée comme cytotoxique lorsqu’elle provoque des troubles chez les
organismes vivants entrainant une perversion du comportement ou la mort, ou lorsqu’elle
inhibe des processus métaboliques vitaux (Fatope, 1995; Kabubii et al., 2015). Dans cette
étude, les extraits et I’huile essentielle de S.argel testés ont entrainé la mort des artémias a des
concentrations variables. Les variations de concentrations enregistrées au cours de cette
expérience pour I’huile essentielle et les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de
S. argel démontrent que la cytotoxicité de ces derniers est concentration dépendante. En effet,
plusieurs études antérieures ont prouvé que la cytotoxicité des extraits des plantes médicinales
est concentration dépendante (Kosasih et al., 2019; Talukder et al., 2020; Nerdy et al.,
2021).

Le test biologique de Iétalité des artémias stipule qu'une valeur de ClLso inférieure
a 1000 pg/ml est considérée comme bioactive dans 1'évaluation de la toxicité des extraits de
plantes (Kabubii et al., 2015; Umaru et al., 2018; Nerdy et al., 2021). Dans la présente
étude, tous les extraits de S. argel ainsi que son huile essentielle ont exprimé des valeurs de
CLso inférieures @ 1000 pg/ml. Néanmoins, 1’huile essentielle de S. argel a présenté une
valeur de CLso largement inférieure a celles des extraits acétonique, méthanolique et aqueux.
Cette variation du potentiel cytotoxique pourrait s’expliquer, entre autre, par leur composition
phytochimique différente en meétabolites secondaires (Ghareeb et al., 2014; Nerdy et al.,
2021).

Les extraits de plantes au pouvoir cytotoxique sont des candidats potentiels au développement
de substances anticancereuses (Baravalia et al, 2012; Nerdy et al., 2021). Dans cette optique,
le test de cytotoxicité des Artémias a été considéré comme le test biologique principal de

dépistage de I'activité anticancéreuse (Ghareeb et al., 2014), dans la mesure ou il fournit des
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données préliminaires importantes pour aider a selectionner des extraits de plantes présentant
des propriétés antinéoplasiques potentielles pour des travaux futurs (Hussain et al., 2007).
Malheureusement, les niveaux de cytotoxicité de plusieurs plantes médicinales ne sont pas
encore connus (Nerdy et al., 2021). Dans la présente étude, 1’évaluation préliminaire de la
cytotoxicité de 1’huile essenticlle et des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de
S. argel par le test de létalité des artémias, a montré que ces derniers sont des candidats

potentiels au développement futur d’agents anticancéreux provenant de sources naturelles.

Le pouvoir cytotoxique enregistré au cours de cette étude pour les extraits de S. argel pourrait
étre le résultat d’une action synergique ou additive entre les composants de chacun de ces

extraits.

Les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel sont majoritairement composés de
flavonoides (Référence : étude phytochimique, page 82), ces derniers pourraient étre
responsables en grande partie de 1’effet cytotoxique enregistré sur les Artemia salina. En
effet, les flavonoides peuvent contribuer a I’effet cytotoxique de ces extraits en induisant une
irritation du systéme digestif et en inhibant les récepteurs gustatifs des Artemia salina,
provoquant ainsi un arrét de la prise alimentaire et une augmentation de la sensation de faim,
conduisant ainsi a la mort de ces larves (Mubarak et al., 2019; Nerdy et al., 2021). Parmi les
flavonoides présents dans les trois extraits testés, la rutine est le composant majoritaire en
commun entre ces derniers. Plusieurs études ont mis en évidence le pouvoir cytotoxique de la
rutine. En effet, I’étude réalisée par Canturk et al., (2016) a mis en évidence le pouvoir
cytotoxique de la rutine in vivo par le test de létalité des crevettes de saumure Artemia salina
et in vitro sur la lignée cellulaire humaine ARH-77 (myélome multiple) (Canturk et al.,
2016). Une autre étude antérieure a révélé I’action cytotoxique de la rutine sur les cellules
786-O du carcinome rénal ou une diminution significative de la viabilité cellulaire a été

observée (Caparica et al., 2020).

Un autre flavonoide commun aux trois extraits testés est le kaempferol, dont le potentiel
cytotoxique a été prouvé grace a la modulation des voies de signalisation cellulaire en plus de
I'induction de l'apoptose et de I'arrét du cycle cellulaire dans les cellules cancéreuses. Cela
conduit a I’activation des génes suppresseurs de tumeurs, a 1’inhibition de 1’angiogenese, des
voies PI3K/AKT, STATS3, du facteur de transcription AP-1, Nrf-2 et d’autres molécules de
signalisation cellulaire (Afroze et al., 2022). Les dérivés glucosides du kaempferol, a savoir,

le kaempferol-3-O-rutinoside et le kaempferol-3-O-diglucoside-7-O-glucoside, présents
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majoritairement dans les trois extraits testés, pourraient indirectement participer a 1’effet
cytotoxique observé via leur hydrolyse en kaempferol par la B-glucosidase (Wang et al.,
2018).

Par ailleurs, I’huile essentielle de S. argel est principalement composée de monoterpénes.
Ces derniers sont connus pour leurs propriétés chimiopréventives et chimiothérapeutiques
contre le cancer (Nerdy et al., 2021). En effet, plusieurs composes bioactifs monoterpiniques
ont été isolés et se sont révélés actifs contre des lignées cellulaires cancéreuses spécifiques
(Prakash, 2018). Dans la présente étude, ’huile essentielle de S. argel a exprimé un effet
cytotoxique remarquable qui pourrait étre la conséquence de 1’action synergique et/ou
additive de plusieurs de ses composants monoterpéniques, parmi lesquels figurent le linalol, le
géraniol et 1’a-terpineol. Le linalol est le composant majoritaire de 1’huile essentielle de
S. argel, il pourrait ainsi étre responsable en grande partie de 1’effet cytotoxique enregistré.
En effet, plusicurs études antéricures ont mis en évidence 1’effet cytotoxique du linalol,
notamment 1’étude réalisée par Chang et Shen (2014), dans laquelle I’effet cytotoxique du
linalol sur les cellules cancéreuses du sein, colorectales et hépatiques a été démontré par
I’utilisation de 1’analyse WST-1 ainsi que D’activation par ce dernier d’une réponse
immunitaire cellulaire Th1 dans les cellules T-47D (Chang and Shen, 2014). Une autre étude
a permis de mettre en évidence le pouvoir cytotoxique du linalol isolé a partir de la lavande
Lavandula angustifolia sur des cellules endothéliales et fibroblastiques de type HMEC- 1,
HNDF et 153BR (Prashar et al., 2004).

Le géraniol est un autre monoterpéne présent en quantité considérable dans 1’huile essentielle
de S. argel qui pourrait participer a I’effet cytotoxique enregistré. Effectivement, une étude
récente a pu démontrer le pouvoir cytotoxique du géraniol sur les cellules MCF-7 a l'aide des
tests MTT et d'absorption du rouge neutre (NRU) (Mamur, 2021).

Un autre composant potentiel de I’huile essentielle de S. argel qui pourrait contribuer a son
pouvoir cytotoxique est I’a-terpinéol. En effet, la cytotoxicite de l'a-terpinéol envers
différentes lignées de cellules tumorales a été évaluée in vitro. Les résultats obtenus suggeérent
que l'a-terpinéol inhibe la croissance des cellules tumorales par un mécanisme impliquant
I'inhibition de la voie NF-xB (Bashir Hassan et al., 2010). Une autre étude plus récente a mis
en évidence I’effet anti-tumoral de I'a-terpinéol sur la lignée cellulaire du sarcome murin 180
par des mécanismes cytogénétiques et/ou une perte de l'intégrité de la membrane cellulaire
(Negreiros et al., 2021).
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4. Conclusion

L’évaluation de ’activité cytotoxique de 1’huile essentielle et des extraits de S. argel a I’aide
du test de letalité sur les Artemia salina a permis de fournir des données préliminaires
intéressantes montrant que ces derniers pourraient constituer des candidats potentiels au

développement futur d’agents anticancéreux.
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Etudes In vitro




Activité Antioxydante




Activité antioxydante

1. Méthode

L'activité anti-oxydante a été évaluée en utilisant le radical stable DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl). Le dosage a été realisé selon la technique standard décrite par Blois (Blois,
1958). Le principe du test repose sur la mise en évidence du pouvoir anti-radicalaire d’une
substance ou d’un extrait en mesurant la capacité de ces derniers a réduire le radical chimique
DPPH par transfert d’un hydrogeéne. Le DPPH, initialement de couleur violet, se transforme
en DPPH-H de couleur jaune (Figure 54).

Des dilutions du témoin positif hydroxytoluene butylé (BHT) ainsi que des extraits a tester
ont été préparées, puis, 1 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,2 mM) a été ajouté a 1
ml d’un échantillon donné a une concentration donnée. Les échantillons ont été incubés
pendant 30 min a I’abri de la lumiére a température ambiante. L'absorbance a été mesurée a
517 nm.

Amax =517 nm
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Figure 54 : Principe du test de I’activité anti-oxydante par le radical DPPH

Aprés la mesure de leurs absorbances, les valeurs obtenues ont permis de calculer des
pourcentages du pouvoir antioxydant, puis de tracer des courbes a partir desquelles les valeurs

d’IC50 ont été déterminées. L’activité antioxydante a été calculée selon la formule suivante :

AA%= 100 (A, - A)/ A,

AA%= Activité antioxydante
Ao = Absorbance a t=0min (DPPH seul)
At = Absorbance a t=30 minutes (aprés incubation (DPPH+extrait).
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La concentration inhibitrice IC50 peut étre calculée a partir de 1’équation de la pente de la
droite (% d’inhibition en fonction de la concentration) par le remplacement de y par 50 (50%)
et le calcul de x, qui correspond & la concentration d’inhibition a 50% ; peut étre déduit

graphiquement par interpolation du point % AA=50.

2. Résultats

Les résultats de l'activité antioxydante des extraits acétonique (SAAC), méthanolique
(SAME) et aqueux (SAAQ) de S.argel sont présentés sous forme de moyenne £ I’écart type
dans le Tableau 15. L'activité anti-radicalaire des extraits SAAC, SAME et SAAQ des
feuilles de S. argel a été évaluée en déterminant les valeurs des concentrations inhibitrices a
50% d’activité (IC50). Les résultats obtenus montrent que les extraits SAAC, SAME et
SAAQ expriment un important pouvoir de piégeage radicalaire avec des valeurs IC50 de
36,05, 30 et 17,33 pg/ml, respectivement (Tableau 15). Cependant, le standard BHT présente
une activité anti-radicalaire supérieure a celle des extraits testés avec une valeur IC50 de 9,43
+ 0,412 pg/ml (p<0,0001).

Tableau 15 : Activité anti-oxydante des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME)
et aqueux lyophilisé (SAAQ) de S.argel

Concentrations Activité anti-oxydante (%0)

(mg/ml) BTH SAAC SAME SAAQ
0,012 (12 pg) | 66,8055 & 39,89+0,23° | 41,48+0,01° | 51,99+0,01°
0,03 (30 pg) 80,74#0,34* | 47,78+0,5° | 50,01%+0,03° | 55,83+0,06"
0,06 (60 pg) 91,2+0,7¢ | 55,52+0,43" | 59,6+0,05° | 60,41+0,02°
0,12 (120 pg) | 92,840,53* | 63,1740,62° | 67,73+0,09° | 68,60+0,03°
0,3 (300 pg) 94+0,142 79,94+0,4° | 82,4+0,09° @ 85,36+0,02°
0,6 (600 pg) | 96,1+0,56* | 84,35+0,14° | 88,7+0,003° = 91,15+0,1°
0,8 (800 pg) | 97,5#0,31* | 90,17#0,25° | 92,4+0,09° | 95,09+0,02°
IC50 (ng/mL) | 9,43#0,34* | 36,05+2,76° = 300,15 | 17,33+0,04°

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type. Les chiffres avec des lettres identiques
montrent une différence non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test de Tukey.

113



3. Discussion

L'activité de piégeage du radical DPPH est considéréee comme un test fiable pour évaluer le
potentiel antioxydant d'un composé car il est extrémement sensible et précis (Koleva et al.,
2002). L'effet des extraits SAAC, SAME et SAAQ sur le radical DPPH suggére la présence
de composants ayant la capacité d'interagir avec les radicaux libres en agissant comme un
donneur d'électrons ou des atomes d'hydrogene. Les flavonoides et les acides phénoliques
sont des substances antioxydantes capables de piéger les radicaux superoxydes libres
(Ghasemzadeh et al., 2011). La richesse des extraits SAAC, SAME et SAAQ en flavonoides
comme la rutine, le Kaempferol-3-O-rutinoside, le Kaempferol-3-O-diglucoside-7-O-
glucoside, I'Astragaline et le Kaempferol, pourrait expliquer le pouvoir antioxydant
enregistré. En effet, la quercétine et la rutine, qui sont de puissants antioxydants, peuvent
librement donner des électrons ou de I'hydrogéne pour neutraliser les especes réactives de
I'oxygéne (ROS) (Sikder et al., 2014). En effet, la forte capacité antioxydante de la rutine a
été démontrée par de nombreuses études (Nagasawa et al., 2002; Chua, 2013; Sikder et al.,
2014). La puissante activité antioxydante de la rutine est principalement due a la présence de
cycles phénoliques et de groupes hydroxyles libres dans sa structure chimique. Ces groupes
hydroxyles libres pourraient donner de I'hydrogene pour empécher une oxydation
supplémentaire (Chua, 2013). De méme, il a été rapporté que le kaempférol a une excellente
activité antioxydante et qu'il réagirait avec H20z, le superoxyde et le radical peroxyle in vitro
(Erben-Russ et al., 1987 ; Tsai et al., 2018). Une autre étude de Wang et collaborateurs
suggere que le Kaempferol-3-O-rutinoside et le Kaempferol-3-O-glucoside ont une activité
antioxydante considérable médiée par la réduction du stress oxydatif (Wang et al., 2014 (a)).
De plus, la présence de dérivés saponine dans les extraits SAAC, SAME et SAAQ des feuilles
de S. argel pourrait également contribuer a I'effet antioxydant observé. En effet, les saponines
sont également douées d’une activité anti-oxydante ou réductrice (Francis et al., 2002), elles
agiraient en récupérant les superoxydes en formant des intermédiaires hydroperoxydes,
empéchant ainsi les dommages biomoléculaires par les radicaux libres (Yoshiki et Okubo,
1995; Francis et al., 2002).

4. Conclusion

La présente étude a permis de mettre en évidence le pouvoir antioxydant des extraits

acetonique, méthanolique et aqueux de S. argel.
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Activité antibactérienne

1. Souches bactériennes

Les souches bactériennes testées ont été fournies par I’Institut de Santé Belge SCIENSANO

(Belgique) (Tableau 16).

Tableau 16 : Souches bactériennes testées

Souches Gram +

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Souches Gram -

Escherichia coli ATCC 35218
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella enterica sérotype choleraesuis ATCC 14028

2. Matériel

Le matériel, les milieux de culture et les réactifs utilisés pour 1’évaluation de D’activité

antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle de S. argel sont représentés dans le

Tableau 17.

Tableau 17 : Liste du matériel, des milieux et des réactifs utilisés

Matériel et Appareillage

Réactifs et Milieux

Micropipette

Embouts

Incubateur

Boite de pétri

Disques stériles 6mm de diamétre
Ecouvillons stériles

Anse de platine

Pince stérile

Microplaque

Eau physiologique stérile

Disques antibiotiques

0,5 Mac Farland standard de turbidité
Milieu Mller Hinton Agar

DMSO

INT (p-iodonitrotetrazolium)
Muller Hinton Broth
Standard gentamicine
Standard Linalol

3. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque

Le test a éte réalisé selon la méthode standard de diffusion sur gélose pour tester la sensibilité

des bactéries aux extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que 1’huile essentielle de

S. argel (CLSI, 2006). Cette méethode a été utilisée comme test préliminaire, dans la mesure

ou elle permet d’obtenir des résultats principalement qualitatifs.
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3.1. Méthode

Une suspension bactérienne a été préparée de fagon a obtenir une turbidité équivalente a celle
du standard 0,5 Mac Farland (Watts et al., 2007). Une fois la suspension de l'inoculum
préparée, un écouvillon stérile a été trempé dans la suspension puis les boites de pétri
préalablement coulées avec de la gélose Muller Hinton, ont été ensemencées en stries
uniformes sur toute la surface de la gélose, trois fois de suite en faisant tourner la boite de 60°
a chaque fois, afin d’assurer une distribution homogene de I’inoculum. Enfin, un

écouvillonnage du bord de la gélose a été effectué.

Par la suite, des disques stériles imprégnés de la substance a tester ont été placés sur la surface
de la plaque de gélose inoculée. La disposition des disques sur le tapis bactérien a suivi
le schéma ci-dessous (Figure 55). Quatre disques stériles de 6 mm de diametre ont été
déposés dans I’ordre suivant pour le test de I’huile essentielle de S. argel : un disque imbibé
avec 15 pl d’huile essentielle pure, un second avec 15 pl de linalol & 57%, un troisiéme disque
servant de témoin négatif avec 15 ul de DMSO et un disque de gentamicine a 30 ug comme
témoin positif.

Par ailleurs, pour tester 1’efficacité antibactérienne des extraits acétonique, méthanolique et
aqueux de S. argel, trois disques de 6 mm de diamétre ont été utilisés par extrait, un disque
imbibé de 15 pl d’extrait a 100 mg/ml, un deuxiéme disque servant de témoin négatif avec
15 ul de DMSO et un troisieme disque de gentamicine a 30 ng comme témoin positif.

CENT IO

Figure 55 : Schéma de la disposition des disques lors du test de diffusion sur gélose des
extraits et huile essentielle de S. argel. HE: Huile essentielle, Lin: Linalol, EX: Extrait, GM:
Gentamicine, DMSO: Diméthylsulfoxyde.
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La technique a été réalisée en triplicata au cours de trois tests successifs. Les boites ont été
inversees et placées dans un incubateur réglé a 35 ° C (x 2 ° C) dans les 15 min suivant
I’application des disques. L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide

d’un pied a coulisse le diamétre de la zone d’inhibition aprés 18 a 24 h d’incubation.

3.2. Résultats

L'activité antibactérienne des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que de I’huile
essentielle de S. argel a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose en mesurant la
zone d'inhibition contre des bactéries d’importance médicale.

Les résultats obtenus ont montré une activité antibactérienne significative de 1’huile
essentielle contre les bactéries Gram positif et Gram négatif testées (Tableau 18, Figure 56)
contrairement aux extraits acétonique, méthanolique et aqueux pour lesquels aucun effet

antibactérien n’a ét¢ enregistré a la concentration de 100 mg/ml.

Tableau 18 : Diamétres d’inhibition (mm) de la gentamicine, le linalol et I’huile essentielle
de S. argel contre les bactéries testées

Diamétres d’inhibition (mm)
SAHE Linalol 57% Gentamicine
Echerionia coll 32,07+1,72° 23,150,570 31,41+1,08°
Echerichia ool 41,0042,11° 31,87+1,67° 33,18+1,62°
Sa'mﬂ‘ﬁgzc?gé‘;’éaesms 16,791,002 11,100,61° 24,56+0,73°
Entergcoceys Taccalls 39,84+2,25° 23,88+0,52° 34,02+3,05°
Staphylococeus aureus 30,1+0,18% 22,27+1,360 32,60+1,36°
Strepf;gé“fg%ylosge”es 30,71+0,83 26,76+1,42° 30,94+0,91%

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type. Les chiffres avec des lettres identiques
montrent une différence non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test de Tukey.
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L’huile essentielle de S. argel a présenté une activité antimicrobienne contre les bactéries E.
coli ATCC 25922 (P<0,001) et Enterococcus faecalis ATCC 29212 (P<0,028) supérieure a
celle du standard gentamicine et un effet comparable a ce dernier contre les bactéries E. coli
ATCC 35218, S. aureus ATCC 6538 et S. pyogenes ATCC 19615 (Tableau 18). Par ailleurs,
I’huile essentielle a montré un effet antibactérien supérieur a celui du linalol a 57% contre
I’ensemble des bactéries testées (P<0,0001) (Tableau 18, Figure 56).

Parmi les bactéries a Gram négatif, E. coli ATCC 25922, et E. coli ATCC 35218 ont
enregistré les zones d'inhibition les plus élevées avec des diameétres de 41 mm et 32,97 mm,
respectivement, tandis que celle de Salmonella choleraesuis ATCC 14028 est de 16,79 mm.
Par ailleurs, la bactérie a Gram positif Enterococcus faecalis ATCC 29212 a enregistré la plus
importante zone d’inhibition avec un diamétre de 39,84 mm, alors que les bactéries S. aureus
ATCC 6538 et S. pyogenes ATCC 19615 ont présenté des zones d'inhibition similaires
(Tableau 18, Figure 56).

S.pyogenes ATCC 19615

S.aureus ATCC 6538

E.faecalis ATCC 29212

S.typhimurium ATCC 14028

E. coli ATCC 25922

Diamétres d'inhibition (mm)

il

E. coli ATCC 35218

5 10 15 20 25 30 35 40 45

o

B Gentamicine 30 ug ™ Linalool 57% Huile essentielle

Figure 56 : Diamétres d’inhibition de la gentamicine, le linalol et I’huile essentielle de S.
argel contre les bactéries testées
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Le linalol composant majoritaire de 1’huile essentielle de S. argel représente 57% de sa
composition totale. Afin de mettre en évidence la relation entre I’effet antibactérien de I’huile
essentielle de S. argel et I’action de son composant majoritaire le linalol, un test de régression
a éte réalisé apres avoir prouve par le test de Shapiro-Wilk que les variables testées suivaient
la loi normale.

La représentation graphique des diamétres d’inhibition de 1’huile essentielle de S. argel en
fonction de ceux du linalol a 57% a permis d’obtenir une régression linéaire trés significative
(P<0,0001) dont 1’équation mathématique est la suivante : SAHE = 1,106 Lin57% + 6,284
(Figure 57).

60

50

40

30

20

Huille essentielle

10

10 15 20 25 30 35 40
Linalool 57%

Prédictions

® Individus
------- Conf. préd. (95,00%) Conf. moyenne (95,00%)

Figure 57 : Droite de régression des diamétres d’inhibition de 1’huile essentielle de S. argel
en fonction du linalol & 57%

Les résultats obtenus montrent que les deux variables suivent la méme tendance avec un
coefficient de corrélation r = +0,87, ce dernier est compris entre -1 et 1 (-1<r<1), de ce fait la
corrélation est dite positive. Cette valeur est proche de 1 ce qui signifie que les effets
antibactériens de 1’huile essentielle et du linalol a 57% sont fortement corrélées.

Par ailleurs, la valeur du coefficient de détermination obtenue est R?= 0,754, ce qui signifie

que I’effet antibactérien de 1’huile essentielle de S. argel est dit a 75% a ’action du linalol.
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4. Détermination des CMI et des CMB
4.1. Détermination de la CMI par la technique de microdilution sur microplague

4.1.1. Méthode

Le test a été realisé selon la méthode de microdilution sur microplaque pour la détermination
de la concentration minimale inhibitrice (CLSI, 2012). Afin de déterminer la valeur de la
CMI, une suspension bactérienne a été préparée de facon a obtenir une turbidité équivalente a
celle du standard 0,5 Mac Farland (Watts et al., 2007) .. Trois solutions meres ont été
préparées : une solution d’huile essentielle a 20%, une solution de linalol a 20% et une
solution de gentamicine a 40 mg/l pour 1I’ensemble des bactéries testées mise a part pour les
bactéries Escherichia coli ATCC 35218 et Escherichia coli ATCC 25922 pour lesquelles des
solutions a 10% d’huile essentielle et de linalol ont été testées.

Par la suite, une microplaque de 96 puits a été utilisée. Cent (100) ul de MHB sont déposés
dans les 12 puits de la microplaque. Dans le puit N°1, 100 ul de substance a tester ont été
ajoutés. Les puits N°11 et N°12 servent au contrdle de la croissance et de la stérilité du
milieu. Par la suite, 100 pl du mélange MHB/substance a tester sont prélevés du premier puit
et déposés dans le puit N°2 en les passant du deuxiéme puit au troisiéme, puis du troisiéme au
quatriéme et ainsi de suite jusqu’au puits N°10 de fagon a obtenir une gamme de dilutions
successives de demi en demi. Les cent (100) ul restants en fin de dilution ont été éliminés.
Enfin, 100 pl de I’inoculum préalablement préparé sont ajoutes a I’ensemble des puits, mis a
part le puits N°12. Une fois que la procédure a été réalisée, la microplaque a été scellée et
placée dans une étuve a 35°C pendant 24h.

Aprés une durée d’incubation de 24 heures, une solution de p-iodonitrotétrazolium a été
préparée a raison de 0,2 mg/ml dans de I’eau distillée. La lecture des résultats a été effectuée
apres 1’ajout de 40 pL d’iodonitrotétrazolium (INT) dans chaque puits. Par la suite, la

microplaque a été incubée a 35°C pendant 30 a 120 min.

La présence de bactéries vivantes a été détectée par la coloration en rose de I’INT. Chaque

test a eté realise trois fois au cours de trois expériences successives.

4.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide

4.2.1. Méthode

A partir de la microplaque utilisée pour la détermination de la concentration minimale
inhibitrice, la dilution située apres la CMI, la CMI ainsi que les deux dilutions avant la CMI
ont été ensemencées sur une gélose divisée en quatre quartiers, un quartier pour chaque
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dilution (CLSI, 2012). Pour ce faire, 20 puL de chaque puits sont prélevés et déposés au bord

extérieur d’un des quartiers puis ensemencés en stries a I’aide d’une anse de platine.

La technique a été réalisee en triplicata au cours de trois tests successifs. Les boites ont été

placées dans un incubateur réglé a 37 ° C pendant 24h.

4.3. Résultats

Les résultats obtenus ont montré que I’huile essentielle de S. argel a présenté une activité

antibactérienne significative sur toutes les bactéries testées. Les valeurs de CMI enregistrées

variaient entre 1,066 a 4,269 mg/ml pour les bactéries Gram neégatif et de 1,279 a 8,541

mg/ml pour les bactéries Gram positif (Tableau 19, Figure 58).

Tableau 19 : Valeurs des CMI et CMB de I’huile essentielle de S. argel et du linalol

Gentamicine EOSA Linalol 57%
(mgll) (mg/ml) (mg/ml)
MIC MIC MBC | MBC/MIC MIC MBC | MBC/MBI
E. coli 0.104 1.066 20 18.76 10.725 160 14.92
ATCC 35218 ' ' ' ' '
E. coli 0.156 1.279 20 15.64 2676 40 14.96
ATCC 25922 ' ' ' ' '
S. choleraesuis
ATCC 14028 1.666 4.269 50 11.71 14.3 100 6.99
E. faccalis 5 8541 | 100 1171 | 10725 | 100 9.32
ATCC 29212 ' ' ) ’
S. aureus
ATCC 653 0.078 1.279 20 15.64 2.676 40 14.95
S. pyogenes
ATCC 19615 0.156 1.279 20 15.64 2.676 40 14.95

Par ailleurs, le linalol a présenté des valeurs de CMI supérieures a celle de SAHE pour toutes

les bactéries testées (Tableau 19, Figure 58). Ces résultats corroborent ceux obtenus par la

méthode de diffusion sur gelose.
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Le standard Gentamicine a enregistré des valeurs de CMI supérieures a celles de SAHE,
allant de 0,078 a 5 mg/L (Tableau 19, Figure 58). La disparité entre les activités de I'huile
essentielle et du médicament antimicrobien standard peut étre attribuée aux mélanges de
composés bioactifs présents dans I'huile par rapport au composé pur contenu dans les
antibiotiques standards (Gatsing et al, 2012).

Les valeurs de CMB de I’huile essentielle de S. argel et celle de son composant majoritaire

le linalol sont représentées dans le Tableau 19.

I8

Figure 58 : Détermination des CMI par microdilution sur microplaques
A: Gentamicine ; B: Huile essentielle S.argel ; C: Linalol.

Ligne A: E. coli ATCC 35218, ligne B: E. coli ATCC 25922, ligne C: S. enterica
choleraesuis ATCC 14028, ligne D: E. faecalis ATCC 29212, ligne E: S. aureus ATCC
6538, ligne F: S. pyogenes ATCC 19615. Les lignes G et H sont vides. Colonne 11: contréle
négatif, colonne 12: contréle de stérilité.
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5. Discussion

Au cours de ces derniéres années, I’augmentation de l'incidence de la résistance multiple chez
les micro-organismes pathogenes humains et animaux a été largement constatée, en grande
partie en raison de l'utilisation irréfléchie de médicaments antimicrobiens commerciaux
couramment utilisés dans le traitement des maladies infectieuses animales et humaines
(Zewdu et Cornelius, 2009). De ce fait, la mise en évidence de nouvelles substances
antimicrobiennes provenant de diverses sources telles que les plantes médicinales devient
nécessaire. Les huiles essentielles et les extraits de plantes sont d’excellents candidats

potentiels.

Certaines recherches ont révélé que l'activité antimicrobienne des huiles essentielles peut étre
supérieure, inférieure ou étroitement liée a I'action de leurs composants principaux (Herman
et al., 2015). De plus, il a été rapporté que le mécanisme antibactérien des substances actives
peut étre un mécanisme global plutdét qu'unique (Diao et al., 2014) induit par différentes
interactions entre les composés des huiles essentielles (Herman et al., 2015).

Habituellement, les huiles essentielles ont une activité antimicrobienne supérieure a celle de
leurs principaux composants, ce qui suggere des interactions possibles entre tous leurs
constituants (Herman et al., 2015). Dans la présente étude, I’huile essentielle de S. argel a
enregistré un effet antibactérien, contre les bactéries testées, supérieur a celui de son
composant majoritaire le linalol. Les résultats obtenus ont montré que D’activité
antibactérienne de 1’huile essentielle de S.argel est attribuée a 75% a I’action du linalol, les
25% restant pourraient étre le résultat de 1’action synergique ou additive d’autres composants,

a savoir, le géraniol, I’ a-terpinéol, le terpinéne-4-ol et le limonéne.

En effet, le linalol présente une activité antimicrobienne contre différents micro-organismes
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pasteurella multocida).
Son activité antibactérienne a été attribuée a une déstabilisation fonctionnelle de la membrane
bactérienne et a une augmentation de la sensibilité des souches bactériennes aux agents
antimicrobiens classiques (Aprotosoaie et al., 2014). Les études de différents scientifiques
ont montré que le traitement au linalol présentait une activité antimicrobienne contre
Escherichia coli, Candida albicans et Staphylococcus aureus (Mughal, 2019). Par ailleurs,
I’étude réalisée par Liu et al., (2020) a permis de mettre en évidence le mécanisme d’action
du linalol. Ce dernier entrainerait une destruction de l'intégrité de la membrane, une

augmentation de la perméabilite membranaire et une fuite des acides nucléiques ; en plus
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d’une dépolarisation de la membrane cellulaire, une activité irréguliere du métabolisme
cellulaire et I'endommagement de la chaine respiratoire. Ces changements conduisent
finalement a la mort cellulaire (Liu et al., 2020).

Le géraniol ; autre composant de I’huile essentielle de S. argel pourrait également participer a
son activité antibactérienne grace a son caractére hydrophobe.

En effet, le mécanisme d'action possible de I'activité antimicrobienne du géraniol (caractére
lipophile) s'explique par sa capacité a adhérer aux lipides membranaires du microorganisme,
interagissant avec ses composants, le rendant plus perméable, et se liant aux sites
intracellulaires essentiels, pour détruire leur structures (Lira et al., 2020), entrainant ainsi une
perte d'ions, une réduction du potentiel électrique des membranes, une perte de fonction des
protons et une diminution de I'ATP. Ces changements favorisent la mort cellulaire des
bactéries (Zanetti et al., 2015).

Par ailleurs, I’o-terpinéol et le terpinéne-4-ol présents dans la composition de I’huile
essentielle de S. argel ont une activité antibactérienne caractéristique qui pourrait contribuer a
I’effet antibactérien enregistré. Effectivement, le mécanisme bactériostatique de ces deux
terpinéols isomeéres pourrait étre attribué a la destruction de l'intégrité de la membrane
cellulaire et de la structure de la paroi cellulaire ; modifiant ainsi sa perméabilité ; il en résulte
la fuite de substances intracellulaires telles que I’AKP, 1’acide nucléique et les protéines; et la
dépolarisation de la membrane cellulaire. Ces changements entrainent la décomposition et la
mort des cellules (Huang et al., 2020).

Enfin, le limonéne présent dans 1’huile essentielle de S.argel pourrait également contribuer a
I’effet antibactérien observé dans la mesure ou il a démontré des effets antibiotiques
importants contre Staphyloccocus aureus et Streptococcus pyogenes (Russo et Marcu, 2017).
La présente étude confirme a la fois I'effet bactériostatique et bactéricide de I’huile essentielle
de S.argel et du linalol, aussi bien sur les bactéries Gram-positives que Gram-négatives
testées. Le mécanisme d'action de I'huile essentielle de S. argel doit étre étudié a lI'avenir.

D’aprés Swenson et al., (2007), une CMB favorable serait généralement équivalente ou
supérieure de 1 ou 2 dilutions a la CMI des substances normalement considérées comme
bactéricides (Swenson et al., 2007). Par conséquent, dans les conditions expérimentales de
cette éetude, I'huile essentielle de S. argel et le linalol peuvent étre considérés comme

bactériostatiques a faibles concentrations, et bactéricides a des concentrations plus élevées.
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6. Conclusion

La présente étude a permis la mise en évidence du pouvoir antibactérien de I'huile essentielle
de S. argel sur six bactéries d'intérét médical et la détermination de ses CMI et CMB. L'étude
a egalement déterminé le taux de participation de son composant majoritaire le linalol dans

I'effet antibactérien enregistré.
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Activité Anti-inflammatoire




Activité anti-inflammatoire

L’évaluation de I’effet anti-inflammatoire des extraits acétonique (SAAC), méthanolique
(SAME) et agueux (SAAQ) ainsi que de I’huile essentielle (SAHE) de S. argel a été réalisée

selon trois modeles expérimentaux.

1. (Edéme de la patte induit par la carragénine

1.1. Méthode

Le test d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire selon le mod¢le de I’cedéme de la patte
induit par la carragénine chez le rat a été réalisé selon la méthode décrite par Winter et al.
(Winter et al., 1962).

Dix groupes de 6 rats chacun ont été traités respectivement avec SAAC (250 et 400 mg/kg),
SAME (250 et 400 mg/kg), SAAQ (250 et 400 mg/kg), SAHE (250 et 400 mg/kg),
I’indométacine (10 mg/kg) et I’eau distillée (10 ml/kg). Une heure aprés administration des
traitements, un cedéme aigu a été induit par ’injection de 0,1 ml d’une solution de carragénine
a 1% sous I’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche des rats. La patte arriére droite a
servi de patte de référence pour la comparaison. La mesure du diametre de la patte a été
réalisée a 1’aide d’un pied a coulisse numérique dans 1’axe dorso-plantaire au niveau du
métatarse.

Pour tous les échantillons, les diamétres des pattes des rats ont été déterminés toutes les
heures jusqu'a la 6™ heure aprés I'injection de carragénine.

La différence entre les diametres de patte pré et post-traitement indique le degré
d'inflammation. L'eedéme a été exprimé en pourcentage d'augmentation du diamétre de la
patte suite a l'administration de carragénine par rapport a la patte de référence (patte non
traitée). L'augmentation moyenne du diameétre des pattes de chaque groupe a été évaluée et

comparée a celle des groupes témoin et standard.

1.2. Résultats

La mise en évidence de I’effet des extraits acétonique, méthanolique, aqueux et 1’huile
essentielle des feuilles de S. argel sur I’inflammation aigué a été réalisée en utilisant le
modele de I’cedéme de la patte induit par la carragénine. Les résultats obtenus sont presentés

dans le tableau 20 sous forme de moyenne arithmétique + 1’écart-type des pourcentages
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d’cedéme enregistrés pour chaque groupe. Le tableau 20 présente aussi les résultats de la
comparaison multiple par le test de Tukey entre les différents lots.

Comme le montre le tableau 20, la formation d'cedéme de la patte chez le groupe témoin est
apparue une heure aprés l'injection de carragénine et a continué a augmenter jusqu'a la 3™
heure pour se stabiliser entre la 4°™ et la 6°™ heure. Comparativement au groupe témoin, une
différence significative du pourcentage d'cedéme a été révélée chez tous les groupes traités
(p <0,0001).

Tableau 20 : Effet des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME), aqueux (SAAQ)
et I’huile essentielle (SAHE) des feuilles de S. argel sur I’cedéme de la patte induit par la
carragénine chez le rat.

Groupes Dose Pourcentage d’eedeéme (%)
(mg/kg) Ton Tin Tan Tsn Tan Tsn Ten
Controle 0.29+0.03* 0.57+0.01* 0.65+0.01*  0.46+0.02° 0.37+0.01*  0.36+0.01* 0.36+0.01°
Indométacine 10 0.29+0.02  0.47£0.03%c (0.37+0.01" 0.22+0.00°% (.12+0.01°« 0.09+0.00™ 0.09+0.00"
SAAC 250 0.26+0.06 0.50+0.01%¢ 0.41+0.01° 0.28+0.01°  0.18+0.00° 0.12+0.01° 0.11+0.01°
SAAC 400 0.25+0.04% 0.40%£0.01°¢ 0.32+0.00* 0.17+0.01° 0.09+0.01¢  0.07+0.01" 0.05+0.00"
SAME 250 0,23+0,08% 0,38+0,09° 0,25+0,05¢  0,17+0,04¢® 0,13+0,05** 0,09+0,07* 0,09+0,06"
SAME 400 0,26:0,07* 0,43:0,11* 0,27+0,11° 0,16£0,08% 0,09:t0,05"  0,07+0,05* 0,05£0,05*
SAAQ 250 0,28+0,03* 0,490,04% 0,30+0,02 0,22+0,01* 0,16+0,02* 0,11x0,01 0,09+0,02°
SAAQ 400 0,29+0,01* 0,47+0,04% 0,29+0,01 0,19+0,02°* 0,10+0,03* 0,09+0,03* 0,06+0,02
SAHE 250 0,23:0,02* 0,57+0,04  0,33:0,01"¢ 0,23:0,05* 0,15:0,08" 0,09+0,02° 0,08+0,01*
SAHE 400 0,23:0,02* 0,500,02 0,29+0,01 0,14x0,02°  0,07:0,02%  0,05:0,02° 0,03£0,02°

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une difference non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey

L'administration orale des extraits et de 1’huile essentielle de S. argel aux doses testées a
provoqué une inhibition dose et temps dépendante de la formation d'cedéme entre la 2°™ et la
6°M heure aprés l'injection de la carragénine, avec des taux d'inhibition allant de 63,31% a
89,83%, tout extrait confondu, observés a la 6™ heure. De plus, le produit de référence
indométacine a montré une réduction significative de 1'cedéme de la patte avec un taux

d'inhibition de 75,7% enregistré a la 6°™ heure. Aucune différence significative des taux
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d’inhibition n’a été enregistrée a la 6°™ heure pour tous les groupes testés, hormis le groupe

traité par I’huile essentielle a la dose de 250 mg/kg.

2. Modéle de ’cedéme de I’oreille induit par le xyléne

2.1. Méthode

Le principe du test d’évaluation de ’activité anti-inflammatoire selon le mod¢le de 1’cedéme
de I’oreille de souris induit par le xyléne consiste en I’application du xyléne sur 1’oreille dans

le but d’induire grace a sa propriété phlogistique une réaction inflammatoire locale aige.

Dix groupes de 6 souris chacun ont été traités respectivement avec SAAC (250 et 400 mg/kg),
SAME (250 et 400 mg/kg), SAAQ (250 et 400 mg/kg), SAHE (250 et 400 mg/kg),
indométacine (10 mg/kg) et I’eau distillée (10 ml/kg). Trente minutes aprés 1’administration
des traitements, I’cedéme a été induit par l'application de 0,03 ml de xyléne sur la surface
interne de ’oreille droite de la souris, 1’oreille gauche a servi de controle. Une heure apres
application du xyléne, les souris ont été sacrifiées aprés une anesthésie a 1’éther et des
sections de peau circulaires de 8 mm de diamétre des oreilles gauche et droite ont été
découpées a I’aide d’un punch a biopsie puis pesées. La mesure du degré d’cedéme est

exprimée par la différence de poids entre ’oreille traitée et non traitée (Xu et al., 2014).

2.2. Résultats

Le test de I’;edeme de I’oreille induit par le xyléne a été réalisé¢ afin d’évaluer 1’action des
extraits acétonique, méthanolique, aqueux et I’huile essentielle de S.argel sur une réaction
inflammatoire locale aigué. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 21 sous
forme de moyenne arithmétique + I’écart-type du taux d’cedéme enregistré pour chaque lot
ainsi que leur pourcentage d’inhibition. Le tableau 21 présente aussi les résultats de la

comparaison multiple par le test de Tukey entre les différents lots.

Les extraits acétonique, méthanolique, aqueux et 1’huile essentielle de S.argel ainsi que le
produit de référence indométacine ont enregistré, comme illustrés dans le tableau 21 , une
différence significative du pourcentage d’cedéme comparativement au groupe témoin

(p <0,0001).
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Tableau 21 : Effet des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME), aqueux (SAAQ)
et I’huile essentielle (SAHE) des feuilles de S. argel sur I’cedéme de I’oreille induit par le
xyléne chez la souris.

% réduction d’eedéme

Groupes Dose (mg/kg) Taux d’cedéeme (%)
Controle 0.5120,02° )
Indométacine 10 0,13+0,03 " 74,53+7,46%
SAAC 250 0,20+0,06° 60,98+12,27°
SAAC 400 0,07+0,08° 85,22+16,20°
SAME 250 0,13+0,05" 73,2+10,89%®
SAME 400 0,07+0,09° 85,67+17,042
SAAQ 250 0,20+0,02° 60,13+4,53°
SAAQ 400 0,08+0,04°¢ 84,34+7,762
SAHE 250 0,12+0,05" 75,6+11,03%
SAHE 400 0,05+0,06°¢ 90,11+11,86*

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une difference non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

Les extraits de S. argel aux doses testées ont entrainé un effet anti-inflammatoire
dose-dépendant. De plus, a la dose de 250 mg/kg ’extrait acétonique a entrainé une réduction
d’cedéme similaire a celle de I’extrait aqueux avec des taux d’inhibition de 60,98 et 60,13 %,
suivis de I’extrait méthanolique et de I’huile essentielle avec des pourcentage d’inhibition

d’cedeme de 73,2 et 75,6 % respectivement.

Par ailleurs, a la dose de 400 mg/kg, les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi
que I’huile essentielle ont enregistré une activité anti-inflammatoire équivalente avec des taux
d’inhibition de 85,22, 85,67, 84,34 et 90,11 % respectivement. Enfin, le produit de référence
indométacine a présenté un effet anti-inflammatoire comparable a celui de 1’extrait

méthanolique et de I’huile essentielle a la dose de 250 mg/kg.
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3. Modele du granulome induit par les pellets de coton
3.1. Méthode

Le principe du test repose sur 1’évaluation de la formation de granulome apreés implantation
sous-cutanée de corps étrangers chez le rat. Les lésions granulomateuses ont été induites par
implantation chirurgicale de deux pellets de coton par voie sous-cutanée dans la région
dorsale des rats.

A cet effet, huit groupes de 6 rats chacun ont été traités respectivement avec SAAC (250 et
400 mg/kg), SAME (250 et 400 mg/kg), SAAQ (250 et 400 mg/kg), indométacine (10 mg/kg)
et I’eau distillée (10 ml/kg). Vingt (20) min apres administration des traitements, deux pellets
de coton stériles, pesant chacun 20 mg, ont été implantés de maniere aseptique dans 1’espace
inter-scapulaire, un pres de chaque scapula.

Les animaux ont été traités quotidiennement pendant 7 j. Au huitiéme jour, les rats ont été
sacrifiés et les pellets de coton entourés de tissu granulomateux ont été soigneusement

disséqués puis séchés a 70 £ 1°C.

Les pellets ont été pesés avant et aprés séchage et le poids moyen du tissu de granulation
formé a été déterminé. Les poids des pellets prélevés sur les rats traités ont été comparés a

ceux prélevés sur les rats des groupes témoin et standard (Sengar et al., 2015).

3.2. Résultats

L’évaluation de I’effet antiprolifératif des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de
S.argel s’est faite en utilisant le modéle du granulome induit par les pellets de coton.
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 22 sous forme de moyennes
arithmétiques = 1’écart-type des poids des pellets de coton aux états humide et sec enregistrés
pour chaque lot ainsi que leur pourcentage d’inhibition. Le tableau 22 présente aussi les

résultats de la comparaison multiple par le test de Tukey entre les différents lots.
Les extraits de S. argel aux doses testées ainsi que le produit de référence indométacine ont

entrainé une inhibition significative de la formation de granulome comparativement au groupe
témoin (p <0,0001).
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Tableau 22 : Effet des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME) et aqueux
(SAAQ) des feuilles de S. argel sur le granulome induit par les pellets de coton chez le rat.

Poids des pellets

Groupes ?n(:;kg) f(?ti:)l; ?ﬁ;iﬂziﬁis) % inhibition ?SZ cc;))ton (mg) % inhibition
Controle 530,97+39,782 - 103,56+2,91° -
Indométacine 10 167,04+16,67° 68,462 32,1846,55° 68,782
SAAC 250 269,11£19,71°¢ 49,29° 49,02+5,36°¢ 52,63°
SAAC 400 170,41+1,75° 67,742 30,44+1,02° 70,582
SAME 250 220,49+13,62¢ 54,44° 35+1,11°¢ 66,202
SAME 400 139,35+0,90° 69,832 20+0,004 ¢ 80,67°¢
SAAQ 250 268,09+2,67 49,24° 48,18+1,87° 53,47°
SAAQ 400 171,83+2,49° 67,462 31,02+1,69° 70,012

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une difference non-significative aprés analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

L’effet anti-inflammatoire des extraits des feuilles de S. argel ainsi que celui du produit de
référence indométacine ont été évalués sur la base des poids des pellets de coton aux états
humide et sec. A 1’état humide, les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ont présenté
un effet antiprolifératif équivalent a la dose de 250 mg/kg avec des taux d’inhibition respectifs
de 49,29, 54,44 et 49,24 %, il en est de méme pour la dose de 400 mg/kg avec des
pourcentages d’inhibition de la formation de granulome de 67,74, 69,83 et 67,46 %

respectivement.

A D’état sec, les extraits acétonique et aqueux ont montré, a la dose de 250 mg/kg, une action
antiproliférative similaire avec des pourcentages d’inhibition de 52,63 et 53,47 %.
Par ailleurs, le produit de référence indométacine et les extraits acétonique et aqueux a la dose
de 400 mg/kg ont présenté un effet antiprolifératif équivalent, comparable a celui enregistré
par I’extrait méthanolique a la dose de 250 mg/kg, avec des taux d’inhibition de 68,78, 70,58,
70,01 et 66,20 %, respectivement. Enfin, I’extrait méthanolique, a la dose de 400 mg/kg, a
entrainé une action antiproliférative supérieure a celle du produit de référence et des autres

extraits testés en enregistrant un taux d’inhibition de 80,67 %.
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4. Discussion

L’inflammation ou réaction inflammatoire est un mécanisme physiologique mis en ceuvre par
I’organisme lorsque ce dernier subit une agression (chimique, toxique, microbienne,
traumatique...). Neanmoins, dans le cas ou cette réponse inflammatoire n'est pas controlée
et/ou persiste dans la durée, la réaction inflammatoire devient défavorable et doit étre
contrélée par des substances anti-inflammatoires. Dans ce contexte, les plantes médicinales et
leurs composés isolés sont utilisés depuis des millénaires en meédecine traditionnelle pour

traiter différentes affections inflammatoires.

L’effet anti-inflammatoire des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que celui de
I’huile essentielle de S. argel a été mis en évidence par les trois modéles expérimentaux mis
en ceuvre, a savoir, le modéle de I’,edéme de la patte de rat induit par la carragénine, le
modele de I’cedéme de I’oreille induit par le xyléne et le modele du granulome induit par les

pellets de coton.

Le modele de I'eedéeme de la patte de rat induit par la carragénine est un test largement utilisé
pour évaluer l'activité anti-inflammatoire (Di Rosa et al., 1971). La carragénine est un agent
phlogistique connu pour produire une réponse biphasique (Vinegar et al., 1969).

En effet, des études sur la libération de substances actives au cours de la réaction
inflammatoire induite par la carragénine, ont montré que la premiére phase de I'cedéme a lieu
entre O et 2 heures aprés ’injection de la carragénine est attribuee a la libération d'histamine et
de la 5-hydroxytryptamine, tandis que, la deuxieme phase se produit entre 3 et 6 heures apres
I’injection de la carragénine. Cette seconde phase est régie par des substances de type
prostaglandines, en particulier celles de la série E. Le précurseur des prostaglandines et des
thromboxanes est le PGH,, dérivé de I'acide arachidonique par I'action des cyclooxygénases
(COX). Par ailleurs, la continuité entre deux phases est maintenue par des substances de type
kinine, notamment la bradykinine produite par la kallicréine (Di Rosa et al., 1971; Vinegar et
al., 1987.

Les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que 1’huile essentielle de S. argel, aux
deux doses testees, ont conduit a une réduction significative de la formation d'cedémes entre la
2° et la 6° heure apres l'injection de la carragénine. Ce résultat montre que ces extraits ainsi
que I’huile essentielle sont efficaces tout au long de la phase intermédiaire et de la seconde
phase de la réponse inflammatoire. Par conséquent, leur activité anti-inflammatoire peut étre

due a l'inhibition de la libération de médiateurs inflammatoires se produisant pendant les
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phases intermédiaire et secondaire de la formation de I'cedéme, comme la bradykinine et les

prostaglandines.

L'eedéme de l’oreille induit par le xyléne est un test utilisé pour 1’évaluation de l'activité
anti-inflammatoire aigiie. En effet, I’application du xyléne sur ’oreille de la souris provoque
une irritation instantanée responsable d’une accumulation de liquide, donnant naissance a un
cedéme caractéristique de la réponse inflammatoire aigiie (Okoli et al., 2007). L’application
locale du xyléne est a l’origine d’une inflammation dite neurogénique. Le mécanisme
cellulaire de I'inflammation neurogénique induite par le xyléne fait appel a des neurones
sensoriels sensibles a la capsaicine, qui sous I’effet d’un stimulus libérent des substances
potentielles initiatrices de la réaction inflammatoire. Il est prouvé que le peptide lié au gene de
la calcitonine et la substance P sont les initiateurs majeurs de 1’inflammation neurogénique
(Rotelli et al., 2003). Ces derniers agissent en interagissant avec les cellules endothéliales, les
mastocytes, les cellules immunitaires et les artérioles. De plus, il est reconnu que les neurones
sensoriels contiennent des cyclooxygénases et sont capables de synthétiser des
prostaglandines pro-inflammatoires (Richardson et VVasko, 2002).

L’huile essentielle ainsi que les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S.argel ont
entrainé une diminution significative de ’cedéme de I’oreille induit par le xyléne chez la
souris aux deux doses testées. Cet effet anti-cedémateux pourrait étre le résultat de I’inhibition
de la libération de la substance P et du peptide lié au gene de la calcitonine ou de la synthése

de prostaglandines pro-inflammatoires (Rotelli et al., 2003)..

Le modele du granulome induit par les pellets de coton est largement utilisé pour évaluer les
composants transsudatifs et proliferatifs de I'inflammation chronique (Winter et Porter,
1957). L'inflammation chronique est caractérisée par une infiltration de monocytes, une
prolifération de fibroblastes, une angiogenése et une exsudation (Meshram et al., 2016). Le
poids des pellets de coton humides est en corrélation avec le transsudat et le poids des
granulés secs est en corrélation avec la quantité de tissu granulomateux. Les extraits
acetonique, méthanolique et aqueux aux deux doses testees (250 et 400 mg / kg) ont montré
une inhibition significative de la formation de granulome sur les pellets de coton. Ce résultat
indique que ces extraits ont présenté une activité anti-inflammatoire au cours de la phase
chronique de l'inflammation. Cette diminution de la formation de granulome refléte leur
efficacite a réduire le niveau accru de fibroblastes et de la synthése de collagene, qui sont des
événements prolifératifs naturels de la formation du tissu de granulation (Sengar et al., 2015).
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L'effet anti-inflammatoire des extraits acétonique, méthanolique et aqueux des feuilles de
S. argel pourrait étre attribué a 1’action de leurs flavonoides majoritaires et communs a leur
composition, & savoir, ’apigénine, la rutine, le kaempferol-3-O-rutinoside, le kaempferol-3-
O-diglucoside-7-O-glucoside et kaempferol. Plusieurs mécanismes d'action ont été proposés
pour expliquer les actions anti-inflammatoires des flavonoides In vivo, comme lactivité
antioxydante, l'inhibition des enzymes génératrices d'eicosanoides ou la modulation de la
production de molécules pro-inflammatoires (Garcia-Lafuente et al., 2009).

Le kaempferol et certains de ses glycosides ont un large éventail d'activités
pharmacologiques, y compris un effet anti-inflammatoire (Tsai et al., 2018). Le kaempferol
peut agir comme anti-inflammatoire en se liant au NF-«B et cibler différents sites de la voie
NF-kB (Kadioglu et al., 2015). Sachant que le NF-xB est un facteur de transcription ayant un
réle clé dans l'inflammation puisqu'il est responsable de I'expression de divers genes pro-
inflammatoires et prolifératifs, tels que les facteurs de nécrose tumorale des interleukines, les
interférons et les cyclooxygénases (Kadioglu et al., 2015). La rutine pourrait étre un candidat
potentiel pour Il'inhibition de la COX-2 avec un mécanisme d'action unique et pourrait
également inhiber la transcription de plus de 20 génes codant pour des facteurs pro-
inflammatoires critiques, incluant le TNF-a, I’IL-1, I’IL-8 ainsi que le facteur inhibiteur de
migration (Chua, 2013).

Par ailleurs, les extraits acétonique et méthanolique de S.argel possédent un flavonoide en
commun, le kaempferol-3-O-glucoside (astragaline), qui pourrait participer a [’effet
anti-inflammatoire observé. L'astragaline a été rapportée comme un agent anti-inflammatoire
efficace. En effet, I'étude menée par Lee et al (2011) sur la démonstration des propriétés
anti-inflammatoires de I'astragaline a montré une inhibition significative de la production
cellulaire de NO, PGE2 et IL-6 (Lee et al., 2011).

De méme, le kaempferol-3-O-feruloyldihexoside-7-O-rhamnoside et la quercetine-O-feruloyl-
hexoside, présents dans I’extrait aqueux de S.argel pourraient également contribuer a

I’activité anti-inflammatoire enregistrée.

L'effet anti-inflammatoire enregistré peut également étre di a la présence dans les extraits
acetonique, méthanolique et aqueux de S.argel de saponines. En effet, l'activité anti-
inflammatoire des saponines est connue depuis longtemps et est étroitement liée a I'aglycone
de base (Barbosa, 2014).
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Les mécanismes considerés pour l'activité anti-inflammatoire des saponines comprennent
I'activité corticomimétique inhibant la dégradation du glucocorticoide de libération des
médiateurs de l'inflammation, l'inhibition de la formation d'enzymes et l'inhibition de
l'augmentation de la perméabilité vasculaire (Matsuda et al., 1990). 1l a été démontré que les
effets de type glucocorticoide des saponines antagonisent le facteur de transcription NF-kB,
sachant que NF-kB régule un certain nombre de génes impliqués dans les voies immunitaires
et inflammatoires telles que diverses cytokines pro-inflammatoires et molécules d'adhésion
(Haridas et al., 2001).

L'effet anti-inflammatoire de I'huile essentielle de S. argel peut étre attribué a son composé
majoritaire le linalol, comme il peut étre le résultat d'une action synergique entre plusieurs de
Ses Composés.

Plusieurs études sur des modéles animaux ont montré que le linalol provoque une inhibition
significative de l'cedéme induit par la carragénine (Aprotosoaie et al., 2014). En effet, le
linalol agit de maniére anti-cedémateuse, limitant la réponse inflammatoire et ses
modifications histologiques associées (Huo et al., 2013). Les mécanismes suggérés par les
études In vitro et In vivo montrent que le linalol peut agir en inhibant la production de
cytokines inflammatoires via le blocage des voies NF-kB et MAP Kinase, en antagonisant les
effets NMDA et en réduisant la synthése ou la libération de 1’oxyde nitrique (Peana et al.,
2002; Aprotosoaie et al., 2014). La capacité a réduire 1'eedéme induit par la carragénine peut
également étre liée a I'effet inhibiteur de ce monoterpéne sur divers systemes de transmission
tels que le glutamate, I'acétylcholine, les canaux K +, la dopamine et les opioides (Peana et
al., 2004 a).

Par ailleurs, I’a-terpineol présent dans la composition de I’huile essentielle de S.argel pourrait
¢galement contribuer a 1’effet anti-inflammatoire observé. Cet effet pourrait étre associé a la
capacité de 1’ a-terpineol a inhiber la cascade de cytokines générée par la carragénine et/ou a
diminuer la production des médiateurs inflammatoires tel que I’inhibition de la libération de
I’oxyde nitrique (NO) par des mécanismes dépendant de l'inhibition du NF-kB (Oliveira et
al., 2012).

Pareillement, le géraniol, autre composant de 1’huile essentielle de S.argel, pourrait participer
a D’activité anti-inflammatoire rapportée. Effectivement, une étude sur I’effet protecteur du
géraniol au cours des lésions traumatiques de la moelle épiniére, a permis de mettre en

évidence 1’action anti-inflammatoire du geraniol. Cette action serait due a une diminution par
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le géraniol des niveaux seriques des cytokines inflammatoires TNF-a, IL-1p et IL-6 (Wang et
al., 2016). Le nerol, cis-isomére du géraniol, présent dans I’huile essentielle de S. argel
pourrait également participer a 1’effet anti-inflammatoire enregistré. En effet, I’effet anti-
inflammatoire du nerol serait di a une reduction de Il'expression et/ou des niveaux
d'interleukines telles que IL-1B, IL-6, TNF-o et IFN-y ainsi que D’inhibition d'autres
médiateurs pro-inflammatoires dont iNOS, COX-2, MCP-1 et le blocage de la translocation
nucléaire du NFkB (Gonzalez-Ramirez et al., 2016).

Le limonene pourrait aussi contribuer a I’activité anti-inflammatoire de 1’huile essenticlle de
S. argel en inhibant les médiateurs pro-inflammatoires et le chimiotactisme des leucocytes,
avec l'implication de cytokines inflammatoires, telles que le TNF-o (Kummer et al., 2013).
Enfin, la présence du terpinoléne dans la composition de I’huile essenticlle de S. argel
pourrait participer a I’effet anti-inflammatoire rapporté. En effet, une étude a permis de mettre
en évidence que I’activité anti-inflammatoire du terpinolene serait due a I’inhibition de
I’expression des cytokines IL-1pB et TNF-a (Macedo et al., 2016).

5. Conclusion

La présente étude a permis de mettre en évidence l'effet anti-inflammatoire de I'huile

essentielle et des extraits de S. argel sur I'inflammation aiglie et chronique.
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Activité Antalgique




Activité antalgique

Afin d’évaluer I’effet des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME), aqueux
(SAAQ) et de I’huile essentielle (SAHE) des feuilles de S. argel sur la douleur, les trois

modeles expérimentaux suivants ont été mis en ceuvre.

1. Test de Writhing

1.1. Méthode

Le test de Writhing consiste en 1’évaluation de I’activité antalgique périphérique vis a vis de
la douleur chimique provoquée par 1’injection de 1’acide acétique par voie intra-péritonéale
chez la souris. Ce syndrome douloureux se manifeste par des mouvements de torsion de la
musculature dorso-abdominale avec étirement des pattes postérieures (crampes) (Koster et
al., 1959).

Dix groupes, de 6 souris chacun, ont été traités respectivement avec SAAC (250 et 400
mg/kg), SAME (250 et 400 mg/kg), SAAQ (250 et 400 mg/kg), SAHE (250 et 400 mg/kg),
I’indométacine (10 mg/kg) et ’eau distillée (10 ml/kg). Trente minutes aprés traitement,
0,1 ml d’une solution d’acide acétique a 1% a été administrée aux souris par voie intra-
péritonéale induisant des crampes caractéristiques. Aprés un temps de latence de 5 min,
le comptage des crampes est effectué pendant une période de 20 min par observation directe
des souris séparées chacune dans une cage individuelle. La réduction du nombre de crampes
des groupes traités est comparée a celle des groupes standard et contrdle. Le pourcentage

d’inhibition de la douleur est calculé selon la formule suivante :

Nombre de torsions du témoin — nombre de torsions du groupe
%Inhibition= -~ "~ — x 100
Nombre de torsions du témoin

1.2. Résultats

L’¢évaluation de I’effet des extraits acétonique, méthanolique, aqueux et 1’huile essentielle des
feuilles de S. argel sur la douleur périphérique a été réalisée en utilisant le test de Writhing.
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 23 sous forme de moyenne arithmétique

+ D’écart-type du nombre de torsions enregistré pour chaque lot ainsi que leur taux
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d’inhibition. Le tableau 23 présente aussi les résultats de la comparaison multiple par le test

de Tukey entre les différents lots.

Tableau 23 : Effet des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME), aqueux (SAAQ)
et ’huile essentielle (SAHE) des feuilles de S. argel sur les crampes abdominales induites par
’acide acétique chez la souris.

Groupes Dose (mg/kg pc.) ~ Nombre de torsions % inhibition
Controle 57,83+4,79 -
Indométacine 10 12,16+1,83" 78,93%
SAAC 250 24,83+1,33° 56,83"°
SAAC 400 11,33+2,06 " 80,41%
SAME 250 20,33+2,58 64,66 >
SAME 400 6,6615,16 °f 88,15%
SAAQ 250 24,33+0,51° 57,62°
SAAQ 400 11,542,334 80,11%
SAHE 250 15,66+2,33 ™ 72,71
SAHE 400 4,33+5,16" 92,41°

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative aprés analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

Les extraits de S. argel aux doses testées ainsi que le produit de référence 1’indométacine ont
entrainé une inhibition significative de la réponse de contractions abdominales induites par
I’acide acétique comparativement au groupe témoin. De plus, les extraits acétonique,
méthanolique, aqueux et I’huile essentielle de S.argel ont présenté un effet antinociceptif

dose-dépendant aux doses de 250 et 400 mg/kg.

Par ailleurs, a la dose de 250 mg/kg, I’extrait acétonique a présenté un effet protecteur
similaire a celui de I’extrait aqueux avec des pourcentages d’inhibition des crampes de 56,83
et 57,62 %, suivi de I’extrait méthanolique et I’huile essentielle avec des taux d’inhibition de

64,66 et 72,71 %, respectivement.

Enfin, a la dose de 400 mg/kg ; les extraits acétonique et aqueux ainsi que le standard
indométacine ont enregistré une activité antinociceptive similaire avec des taux d’inhibition

de 80,41, 80,11 et 78,93 % respectivement, comparable a celle de I’huile essentielle a la dose
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de 250 mg/Kg ; suivi par I’extrait méthanolique et 1’huile essentielle avec des pourcentages de

réduction de la douleur de 88,15 et 92,41 %, respectivement.

2. Test au formaldéhyde

2.1. Méthode

Le test au formaldéhyde sur rats est un modele d’évaluation de I’activité antalgique vis a vis
d’une douleur chronique sensible aux antalgiques centraux. Le test a été réalisé selon la
méthode décrite par Hunskaar et Hole (1987).

Dix groupes de 6 rats chacun ont été traités oralement avec SAAC (250 et 400 mg/kg), SAME
(250 et 400 mg/kg), SAAQ (250 et 400 mg/kg), SAHE (250 et 400 mg/kg), morphine (10
mg/kg) et I’eau distillée (10 ml/kg), respectivement. Une heure aprés administration des
traitements, un volume de 50ul d’une solution de formaldéhyde a 2,5% a été injectée dans le
coussinet plantaire de la patte arriere droite des rats. Puis, les rats ont été placés en
observation dans des cages individuelles.

L’effet anti-nociceptif a été mis en évidence par la détermination de la durée du léchage et de
la levée de la patte Iésée. La constatation de la réponse douloureuse s’est faite en deux phases,
une premiere phase dite neurogénique, ou les rats sont observés de 0 @ 5 min et une seconde
phase dite inflammatoire ou les rats sont observés de 20 a 25 min apres injection du
formaldehyde.

Le pourcentage d’inhibition de la douleur est calculé selon la formule suivante :

Durée du léchage de la patte témoin — Durée du léchage de la patte du groupe
%Inhibition — x
Durée de léchage de la patte témoin

2.2. Résultats

La mise en évidence de I’effet des extraits acétonique, méthanolique, aqueux et 1’huile
essentielle des feuilles de S. argel sur la douleur chronique a été realisee en utilisant le test au
formaldéhyde. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 24 sous forme de
moyenne arithmétique + I’écart-type de la durée de léchage de la patte enregistrée pour
chaque groupe ainsi que leur taux d’inhibition. Le tableau 24 présente aussi les résultats de la

comparaison multiple par le test de Tukey entre les différents lots.
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Tableau 24 : Effet des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME), aqueux (SAAQ)
et I’huile essentielle (SAHE) des feuilles de S. argel sur la douleur induite par le
formaldéhyde chez le rat.

Dose Intensité de la douleur % inhibition
Groupes
(mg/kg) Phase 1 Phase 2 Phase 1 Phase 2

Controle 3+0.0® 3+0.02

Morphine 10 0+0.0° 0,33+0.51° 1002 88,9°
SAAC 250 2+0.63°¢ 1,33+0.51° 33,31 55,62
SAAC 400 1+0.63°% 0,5+0.54° 66,7 > 83,32
SAME 250 1,83+0,75 1+1,09° 39,9 bed 66,72
SAME 400 1,5+0,54%%  0,66+0,81° 50 < 77,82
SAAQ 250 2+0,63° 1,5+0,54° 33,3¢ 50
SAAQ 400 1,33+0,51%  0,66+0,81° 55,6 77,82
SAHE 250 1,33+0,51%%  1,16+0,4° 55,6 61,12
SAHE 400 0,66+0,51  0,33+0,51° 77,8% 88,92

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative aprés analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey

Les extraits et I’huile essenticlle de S. argel ainsi que le standard morphine ont entrainé une
réduction significative de la douleur induite par le formaldéhyde au cours des deux phases du
test comparativement au groupe témoin. De plus, les extraits acétonique, méthanolique,
aqueux et I’huile essentielle de S. argel ont présenté un effet antinociceptif dose-dépendant
aux doses de 250 et 400 mg/kg.

Au cours de la phase neurogénique, les extraits acétonique et aqueux ont présenté un effet
anti-nociceptif équivalent a la dose de 250 mg/kg avec un pourcentage d’inhibition de 33,3 %,
suivis de I’extrait méthanolique et I’huile essentielle avec des taux d’inhibition de 39,9 et
55,5%. De plus, les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ont enregistré, a la dose de
400 mg/kg, une activité antinociceptive comparable a celle de I’huile essentielle a la dose de
250 mg/kg. L’effet antinociceptif obtenu suite a ’administration de 1’huile essentielle a la

dose de 400 mg/kg est similaire a celui du standard morphine avec un taux de réduction de la
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douleur de 77,8 %. Par ailleurs, aucune différence significative n’a été rapportée entre les
différents groupes testés au cours de la seconde phase dite inflammatoire.

Enfin, le produit de référence, la morphine (10 mg/kg), a montré une puissante activité anti-
nociceptive au cours des deux phases avec des taux d'inhibition de 100 et 88,9%,

respectivement.
3. Test a la plaque chauffante

3.1. Méthode

Le principe de ce test consiste en 1’évaluation de I’activité antalgique centrale des substances
a tester en exposant les pattes des souris a un stimulus thermique. Pour ce faire, dix groupes
de 6 souris chacun ont été traités respectivement avec SAAC (250 et 400 mg/kg), SAME (250
et 400 mg/kg), SAAQ (250 et 400 mg/kg), SAHE (250 et 400 mg/kg), la morphine (10
mg/kg) et I’eau distillée (10 ml/kg).

Les souris de tous les groupes ont été exposées individuellement & un stimulus thermique en
les placant sur une plague chauffante réglée a 55 £1 C°. Le temps de réaction est mesuré en
secondes a I’aide d’un chronométre, en prenant en compte les réflexes de saut et de retrait ou
de Iéchage des pattes. La détermination du seuil nociceptif s’est faite par la réalisation de cing
mesures successives a 30 min d’intervalle, a savoir : 0 min, 30 min, 60 min, 90 min et 120
min (Tasleem et al, 2014).

3.2. Résultats

L’estimation de I’effet des extraits acétonique, méthanolique, aqueux et I’huile essentielle des
feuilles de S. argel sur la douleur centrale a été effectué en utilisant le test a la plaque
chauffante. Les résultats obtenus sont presentés dans le tableau 25 sous forme de moyenne
arithmétique + 1’écart-type du temps de latence enregistré pour chaque groupe ainsi que leur
taux d’inhibition. Le tableau 25 présente aussi les résultats de la comparaison multiple par le

test de Tukey entre les différents lots.
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Tableau 25 : Effet des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME), aqueux (SAAQ)
et I’huile essentielle (SAHE) des feuilles de S. argel sur la douleur centrale induite par un
stimulus thermique chez la souris.

Dose Temps de latence (secondes)
Groupes
(mg/kg) T30min Téomin Tomin T120min
Controle 5,38+0.08%  5,45+0.05*  5,34+0.08%  5,33+0.08°
Morphine 10 30,19+0.14>  30,9+0.04°  30,09+0.01° 30,05+0.04°
SAAC 250 7,81+0.13° 8,99+0.46°¢  7,11+0.21* 6,18+0.38%*
SAAC 400 11,78+0.489 13,59+0.86¢  9,77+0.97¢  7,49+0.84
SAME 250 8,9+0,5° 16,11+1,54¢ 11,27+1,51¢  7,9+0,95¢
SAME 400 15,48+1,41° 26,64+1,7° 19+2,19¢ 12,21+1,62°¢
SAAQ 250 8,91+1,11¢  15,58+0,88¢ 9,28+1,06%  7,29+0,72%
SAAQ 400 13,150,729  22,09+3,47" 11,42+1,54¢ 8,03+0,78¢
SAHE 250 12,44+0,82¢ 15,560,269 9,34+0,44%  8,29+0,48¢
SAHE 400 30,02+1,24°  30,38+0,34° 20,82+1,42¢ 17,84+0,94f

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

Les extraits et I’huile essentielle de S.argel ainsi que le standard morphine ont entrainé une
réduction significative de la douleur centrale comparativement au groupe témoin.

L’effet anti-nociceptif enregistré pour les extraits acétonique, méthanolique, aqueux et 1’huile
essentielle de S.argel est dose et temps dépendant. Les extraits acétonique, méthanolique
et aqueux ont présenté a la dose de 250 mg/kg une activité anti-nociceptive équivalente, le
méme constat a été fait pour la dose de 400 mg/kg pour lesquels I’effet anti-nociceptif est
comparable a celui de I’huile essentielle a la dose de 250 mg/kg. Par ailleurs, I’huile
essentielle a enregistre a la dose de 400 mg/kg une forte activité anti-nociceptive aux temps
de mesure de 30 et 60 min similaire a celle de la morphine, pour ensuite diminuer Iégerement
aux temps de 90 et 120 min. En revanche, la morphine (10 mg/kg), utilisée ici comme produit
de reférence, a considérablement prolongé le temps de latence et a montré un puissant effet

anti-nociceptif tout au long du test.
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Les extraits et I’huile essentielle de S.argel, aux deux doses testées (250 et 400 mg/kg), ont
présenté une activité anti-nociceptive maximale enregistrée a la 6™ heure. En effet, les
extraits méthanolique et aqueux ainsi que I’huile essentielle ont montré, a la dose de 250
mg/kg, un effet anti-nociceptif équivalent avec des taux d’inhibition de 65,9, 64,9, 64,9%
respectivement, suivis de 1’extrait acétonique avec un pourcentage d’inhibition de 39,2% a la

méme dose.

A la dose de 400 mg/kg, I’extrait méthanolique et I’huile essentielle de S.argel ont enregistré
une puissante activité anti-nociceptive similaire a celle du standard morphine, avec des taux
de réduction de la douleur centrale de 79,5, 82 et 82,3% respectivement, suivi de I’extrait

acétonique avec un taux d’inhibition de 59,7%.

Les résultats issus de nos investigations ont été documentées dans un article inédit intitulé :

« Chemical analysis, antioxidant, anti-inflammatory and antinociceptive effects of acetone
extract of algerian Solenostemma argel (DELILE) Hayne eaves » dans la revue International
Journal of Current Pharmaceutical Research en 2020

4. Discussion

L'étude de l'activité anti-nociceptive des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que
de I'nuile essentielle de S. argel a été réalisée selon trois modeles expérimentaux, a savoir, le
test de torsions abdominales induites par l'acide acétique chez la souris, le test au
formaldéhyde chez le rat et le test de la plague chauffante chez la souris.

Le test de writhing chez la souris est une méthode chimique utilisée dans le but de provoquer
une douleur périphérique par injection intra-péritonéale d'une substance irritante comme
I'acide acétique. L'effet analgésique des médicaments testés est inversement proportionnel a la
fréquence des torsions observées. Les données présentées dans le tableau 22 ont indiqué que
les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que I’huile essentielle de S.argel aux
deux doses (250 et 400 mg/kg) testées reduisaient significativement la douleur chimique
induite par l'acide acétique chez la souris d'une maniere dose-dépendante. L'injection
intrapéritonéale d'acide acétique provoque la libération de prostanoides, en particulier la
PGE2, la PGF2, la bradykinine, la sérotonine et la lipoxygénase dans les fluides péritonéaux
(Bhattacharya et al., 2014).
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Les prostaglandines activent et sensibilisent les récepteurs nociceptifs chimio-sensibles
périphériques, conduisant a l'induction de torsions abdominales accompagnées d'une
extension des membres antérieurs et d'un allongement du corps (Zhao et al., 2012). Par
conséquent, I'activité anti-nociceptive des extraits et de 1’huile essentielle de S.argel peut étre

due a une inhibition de la synthese des prostaglandines.

Le test au formol est un modele valide et fiable de nociception et est sensible a diverses
classes de médicaments analgésiques (Temponi et al., 2012). Ce test produit une réponse
nociceptive biphasique distincte, qui peut étre separée dans le temps (Wang et al., 2014 (b)).
En effet, la premiére phase (de 0 & 5min aprés I'injection de formol) résulte d'une stimulation
directe des nocicepteurs. Durant cette phase, la douleur est dite non inflammatoire et serait
due a I’action de la substance P, du glutamate et de la bradykinine. Par ailleurs, la deuxiéme
phase (de 15 a 30 min) est une réponse inflammatoire ou la douleur est associée a un
processus dans lequel plusieurs médiateurs inflammatoires seraient impliqués, notamment
I'nistamine, la sérotonine, les prostaglandines et la bradykinine (Hunskaar et Hole, 1987;
Zhao et al., 2012; Xu et al., 2014).

Les extraits et I’huile essentielle de S.argel ont montré un effet dose-dépendant significatif sur
les deux phases de la douleur induite par le formol par rapport au groupe témoin. Les données
obtenues a la suite du test au formol corroborent celles obtenues au test de la plaque
chauffante et au test de torsions. Cette propriété peut étre due a I'inhibition de la synthese ou

de I'action de la kinine et des prostaglandines.

Le test de la plaque chauffante est utilisé pour I'évaluation des analgésiques a action centrale,
en entrainant une douleur par 1’application d’un stimulus thermique chez les souris (Hiruma-
Lima et al., 2000) mesurant ainsi la réponse complexe a une douleur aigue non-inflammatoire
(Zakaria et al., 2008). Ce test a souvent été utilisé pour évaluer I'activité anti-nociceptive
centrale en raison de ses nombreux avantages, notamment sa sensibilité aux analgésiques

puissants et les lésions tissulaires minimes qu'il entraine (Zhao et al., 2012).

Les extraits et I’huile essentielle de S.argel ont produit un effet dose dépendant significatif sur
la latence de la douleur avec des taux d'inhibition maximaux enregistrés a 60 min,
comparativement au groupe témoin. Cette action anti-nociceptive confirme l'activité centrale

observée lors de la premiére phase du test au formol. De plus, le médicament standard,
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morphine, analgésique a action centrale exercant une action sur les récepteurs opioides, a été

associée a un effet anti-nociceptif trés significatif, avec un taux d'inhibition de 82,33%.

L’étude menée a démontré I'effet analgésique des extraits acétonique, méthanolique et aqueux
ainsi que celui de I’huile essentielle des feuilles de S. argel sur les douleurs périphériques et
centrales, ce qui suggére la présence dans ces extraits de composés a pouvoir anti-nociceptif
qui pourraient agir sur les voies de la kinine et des prostaglandines. 1l a été découvert que
plusieurs flavonoides isolés de plantes médicinales possédaient des effets analgésiques et anti-
inflammatoires importants (Eldahshan et Abdel-Daim, 2014). L'activité analgésique
enregistrée peut étre due a la présence dans les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de
certains flavonoides tels que la rutine, le kaempférol-3-O-rutinoside, le kaempférol-3-O-
glucoside et le kaempférol. En effet, une étude antérieure a permis de démontrer I'effet anti-
nociceptif du kaempférol-3-O-rutinoside et du kaempférol-3-O-glucoside dans différents tests
anti-nociceptifs, y compris le test de torsions induites par l'acide acétique et le test au formol
(Wang et al., 2014 (b)).

D'autres travaux ont réveélé l'activité analgésique potentielle des deux flavonoides kaempférol
et kaempférol-3-O-glucoside sur la douleur périphérique selon le modeéle des torsions induites
par l'acide acétique (Parveen et al., 2007). De plus, une étude récente a fourni la preuve que
la rutine produit des effets antinociceptifs systémiques impliquant la modulation centrale du
circuit descendant de la matiere grise périaqueducale ventrolatérale (VIPAG), ou cette action
pharmacologique est partiellement médiée par un mécanisme opioidégique (Hernandez-Leon
et al., 2016).

De plus, l'effet analgésique de la rutine a été étudié par le test a la plaque chauffante sur des
souris albinos suisses ou I'effet analgésique de la rutine a été établi. En outre, il a également
été confirmé que la rutine présentait des activités anti-nociceptives périphériques et centrales
(Ganeshpurkar et Saluja, 2016). L'effet antinociceptif peut également étre attribué a la
présence d'acide salicylique dans les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel.
En effet, I'acide salicylique peut contribuer a la modulation de la douleur en inhibant les
réactions induites par les cytokines, l'interaction des salicylates avec les protéines de choc
thermique, et influe sur I'expression génétique des protéines associéees a I'inflammation (Steen
et al., 1995). De plus, l'acide salicyliqgue modifie de maniére covalente les COX en acétylant

un résidu sérine positionné dans le canal de liaison a l'acide arachidonique de I'enzyme
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(Ser529 de COX-1 et Ser516 de COX-2), linactivant ainsi de maniére irréversible et
empéchant la génération de prostaglandines et de thromboxane A2 (Corazzi et al., 2005).

La présence de dérivés de saponine dans les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de
S.argel peut également étre a l'origine de I'effet analgésique observé. En effet, plusieurs
études ont démontré I'effet analgésique des saponines sur la douleur périphérique et centrale a
I'aide du test de writhing, du test au formol et du test de la plaque chauffante (Choi et al.,
2005; Arrau et al., 2011; Yassin et al., 2013; Saleh et al., 2015). De nombreuses saponines
testées ont montré une activité antinociceptive significative probablement en raison de leur
fraction non glycosidique, la sapogénine (Arrau et al., 2011). Le mécanisme suggéré dans
I'activité analgésique des saponines implique le blocage de la libération de la bradykinine, de
la prostaglandine et des cytokines (Saleh et al., 2015).

L’effet anti-nociceptif de I’huile essentielle de S.argel peut étre attribué a ’action de son
composé majoritaire, le linalol, ou alors a I’action synergique de ses principaux composés.
Plusieurs études In vivo confirment les propriétés anti-nociceptives du linalol. En effet, une
¢tude a permis de mettre en évidence 1’effet anti-nociceptif du linalol aussi bien sur la douleur
inflammatoire induite par ’acide acétique au cours du test de writhing, que sur la douleur
neurogénique lors du test a la plaque chauffante (Peana et al., 2003). Ils ont également
démontré 1’effet anti-nociceptif du linalol sur la douleur induite par le formol au cours des
phases du test au formaldéhyde (Peana et al., 2004(b)).

Les propriétés anti-nociceptives du linalol ont été principalement attribuées a l'interférence
positive de la transmission opioidergique, dopaminergique et muscarinique ainsi qu'a la
modulation négative de la transmission glutamatergique (Aprotosoaie et al., 2014).
En effet, I'activité anti-nociceptive exercée par le linalol au cours du test de writhing semble
dépendre a la fois de la neurotransmission opioidergique et cholinergique ; alors que lors du
test a la plaque chauffante, le linalol semble activer différents mecanismes tels que la
transmission muscarinique, via les récepteurs M2, la transmission opioidergique et la
transmission dopaminergique, via les récepteurs D2 ainsi que les canaux K* (Peana et
Moretti, 2008).

L’a-terpineol présent dans I’huile essentielle de S. argel pourrait également participer a 1’effet
anti-nociceptif enregistré. Effectivement, des études précédentes ont rapporte I'effet

anti-nociceptif de 1’a-terpineol sur des modeles de douleur centrale et périphérique, suggérant
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des propriétés anti-nociceptives associé¢es a I’inhibition de la libération de la substance P et
d'autres molécules inflammatoires telles que la sérotonine, I'histamine, la bradykinine et les
prostaglandines (Quintans-Junior et al., 2011; Oliveira et al., 2012), ainsi que I’inhibition
de I'expression des cytokines pro-inflammatoires et I'activation du NF-xB (Khaleel et al.,
2018).

Par ailleurs, le géraniol autre composant de 1’huile essentielle de S.argel pourrait contribuer a
I’effet anti-nociceptif observe. En effet, une étude récente a mis en évidence 1’action anti-
nociceptive du géraniol par deux modeéles expérimentaux, le test de writhing et le test au
formaldéhyde. Le géraniol a entrainé un effet anti-nociceptif significatif lors du test de
writhing et au cours de la seconde phase du test au formol, ce qui suggere que son action anti-
nociceptive est principalement liée & l'inhibition de la douleur périphérique et de
Iinflammation par la libération de divers médiateurs pro-inflammatoires tels que la

bradykinine, les prostaglandines et la sérotonine (La Rocca et al., 2017).

5. Conclusion

L'évaluation de l'activité antalgique des extraits acétonique, méthanolique, aqueux et de
I’huile essentielle des feuilles de S. argel a permis de démontrer leur efficacité sur la douleur

centrale et périphérique.
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Activité Cicatrisante




Etude de P’activité cicatrisante

L’évaluation de I’efficacité cicatrisante selon le modele de la plaie par excision sur des rats de
trois pommades et une créme préparées, respectivement, a partir des extraits acétonique,

méthanolique et aqueux lyophilisé ainsi que I’huile essentielle de S. argel.

L'étude de la toxicité cutanée a été realisee conformément aux lignes directrices de
I'Organisation de Coopération et de Développement Economiques OCDE-402 (OCDE,
2017). Un total de 10 rats femelles nullipares saines, non gestantes avec une peau intacte ont
été utilisés. Les animaux ont été acclimatés aux conditions du laboratoire pendant cing jours
avant le début de I'étude. La veille du test, 10 % de la surface corporelle a été rasée dans la
zone dorsale du tronc des animaux mis a 1’essai. Une dose d'essai limite de la formulation &

1% a été appliquée sur la zone rasée pendant 24 h. Une période d'observation de 14 jours a
été entreprise pour déterminer toute manifestation de toxicité cutanée et rapporter les cas de

morbidité et de mortalité.

Les formules de base de la creme et des pommades préparées dans cette étude sont inspirées
du Formulaire Thérapeutique Magistral (FTM, 2010).

La créme a base d’huile essentielle de S. argel est une préparation semi-solide de type
émulsion hydrophile (H/E). Le protocole utilisé est celui d'une émulsion classique avec la
préparation de deux phases (I’une huileuse et 1’autre aqueuse) mélangées sous agitation
vigoureuse. La composition de la créme de base comprend de I’eau purifiée, I’huile de
paraffine, le cremophor® EL et 1’alcool cétylique.

Par ailleurs, trois pommades hydrophobes ont été préparées, respectivement, a base des
extraits acétonique, méthanolique et aqueux lyophilisé de S. argel. La formule de base de ces

pommades contient de I’huile de paraffine, de la vaseline et 1’alcool cétylique.
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Le test d’évaluation de ’activité cicatrisante selon le modeéle de la plaie par excision circulaire
repose sur une étude planimétrique qui permet une évaluation quantitative directe par le calcul

de la surface de la plaie et son évolution dans le temps (Megha Jha et al., 2012).

Les rats mis en expérimentation ont été répartis en sept groupes de six rats chacun mis a jeun
la veille du test. Chaque groupe a été anesthésié par du pentobarbital sodique (50 mg/kg, i.p.)
et la région dorsale de chaque rat a été tondue. Une plaie circulaire de 10 mm de diamétre a
été délimitée dans la région inter-scapulaire de chaque rat puis excisée a 1’aide d’un punch a
biopsie. La créme et les pommades a tester, la créme de référence (Madecassol® Bayer) ainsi
que les préparations de base (véhicules) ont été appliquées quotidiennement pendant une

période de 14 jours.

L’évolution progressive des plaies a été suivie quotidiennement par photographie. De plus, les
empreintes des plaies ont été prélevées sur du papier transparent a I’aide d’un feutre indélébile
selon le planning suivant : JO, J2, J4, J6, J8, J10, J12 et J14. Sur la base des empreintes
prélevées, les surfaces des plaies ont été mesurées a 1’aide du logiciel AutoCAD. Les
fragments de peau saine de chaque groupe ont été collectés juste aprés I’excision pour faire

I’objet d’un examen histopathologique.

La contraction de la plaie représente les changements progressifs de la surface planimétrique
de la plaie, a I'exclusion du jour de la réalisation de la plaie. La surface obtenue est ensuite
utilisée pour calculer le pourcentage de contraction de la plaie, en portant la taille initiale de la

plaie a 100 % en utilisant I'équation suivante (George et al., 2014) :

% contraction plai Taille initiale de la plaie — Taille de la plaie & Jn X 100
6 contraction plaie =
P Taille initiale de la plaie
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La période d'épithélialisation a été calculée comme le nombre de jours requis pour la chute

des débris de tissus morts sans aucune plaie brute résiduelle (Nayak et al., 2007).

A la fin de la période expérimentale, les fragments de peau de chaque groupe ont été prélevés
et conservés dans du formol a 10 % en vue d'une étude anatomopathologique. Une fois fixés,
les échantillons ont été déshydratés, éclaircis puis enrobés dans des blocs de paraffine. Des
tranches de 4 um d'épaisseur ont été realisees et colorées par les techniques d'hématoxyline-
éosine (HE) et de trichrome de Masson (TC).

Les lames ont été observées au microscope optique et I'évaluation de la qualité de la
cicatrisation a porté sur la mise en évidence de la prolifération fibroblastique, de la maturation

du collagéne, de I'angiogenese et de I'épithélialisation.

Au cours de I’étude de la toxicité cutanée de la créeme et des pommades préparées a partir de
I’huile essentielle et des extraits de S.argel, aucune manifestation de toxicité ni de cas de
morbidité ou de mortalité n’ont été rapportés tout au long de la période expérimentale.

Afin d’étudier les propriétés cicatrisantes de la créeme et les pommades préparées a partir de
I’huile essentielle et des extraits de S. argel, I’évolution des pourcentages de contraction et
des moyennes des surfaces des plaies traitées par la creme et les pommades a base de S.argel,
le produit de référence Madécassol® et leurs contrdles respectifs, durant une période de 14
jours, sont représentés dans le Tableau 26 et la Figure 59 sous forme de moyennes

arithmétiques + les écarts-types.

A J0, aucune différence significative entre les surfaces moyennes des plaies traitées par la
créme et les pommades a base de S. argel, le standard Madécassol® et leurs controles

respectifs, n’a été enregistrée (p=1) (Figure 59).

A J2, une diminution des surfaces moyennes des plaies traitées localement par les pommades
a base des extraits acetonique, méthanolique et aqueux ainsi que par la creme a base de 1’huile
essentielle de S. argel a été enregistrée comparativement a leur contréles respectifs (Figure
59), avec des pourcentages de contraction allant de 22,6 a 24,61% (p< 0,0001) (Tableau 26).
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Toutefois, aucune différence n’a été relevée entre la réduction de la surface moyenne des

plaies traitées par la créme Madécassol® et celle des groupes contrdle (p=1).
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Figure 59 : Evolution des surfaces moyennes des plaies traitées par les pommades et la creme
a base d’extraits et d’huile essentielle de S. argel en fonction du temps.

A J4, les surfaces moyennes des plaies traitées, respectivement, par la creme a base de I’huile
essentielle et les pommades a base des extraits de S. argel ont continué a diminuer pour
atteindre des taux de contraction allant de 31,66 a 34,1%. Le méme constat peut étre fait a J6
avec des pourcentages de réduction allant de 58,30 a 63,13% (Tableau 26, Figure 59).

A partir de J8, s’amorce une réduction importante de la moyenne des surfaces des plaies
traitées localement par la creme préparée a base de I’huile essentielle et des pommades a base
des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel avec des pourcentages de
réduction de 88,16% ; 84,74% ; 82,88% et 81,66% respectivement (Tableau 26), jusqu’a la
disparition complete des plaies a compter du onzieme jour pour la créme a base d’huile
essentielle et du douziéme jour pour les pommades a bases des trois extraits de S.argel. La
surface moyenne des plaies des groupes témoins correspondants persiste au dela du
quatorzieme jour méme si elle diminue progressivement entre le huitieme et le douziéme jour
(Figure 59).
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Tableau 26 : Pourcentages de contraction et période d’épithélialisation des plaies traitées par les pommades et la creme a base d’extraits et
d’huile essentielle de S. argel

Pourcentage de contraction des plaies (%)

Groupes Période
J2 J4 J6 J8 J10 J12 J14 d’épithélialisation
Controle Créeme 11,702,442 20,92+4,34*  31,52+4,05* 41,24+43,52% 53,51+2,1*  64,43+2,56® 74,82+1,162 18,83+0,752
Contréle Pommade 11,61+1,36% 20,19+1,36% 29,99+2,16* 39,45+3,53* 52,7+2,65*° 63,38+2,93* 76,11+2,31? 18,5+1,372
Madecassol 1% 14,60+0,02%  25,15+0,02* 43,51+0,01° 61,42+0,01° 74,53+0,02° 94,06+0,01° 100+0,0° 13,50+0,40°
SAHE 1% 23,76+2,72°  34,1+357° 63,13+1,09° 88,16+4,05¢ 96,92+3,45°¢ 100+0,0° 100+0,0° 10,83+0,98°¢
SAAC 1% 24,61+3,42° 33,04+3,31°  60,69+2,25° 84,74+3,70° 94,67+3,80° 97,5+2,53°  100%0,0° 11,66+1,50
SAME 1% 22,75+2,03° 33,20+2,79°  60,03+3,64° 82,88+6,26° 94,39+4,04° 98,21+1,85° 100+0,0° 11,66+1,50°
SAAQ 1% 22,60+1,86° 31,66+2,05° 58,30+3,15° 81,66+6,37¢ 94,07+4,22° 97,03+2,19° 100+0,0° 12+1,545¢

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres identiques montrent une différence non-significative
apres analyse ANOVA suivie par le test de Tukey.
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Par contre, la surface moyenne des plaies traitées par la créme Madécassol® diminue de maniére
modérée entre le quatrieme et le huitieme jour pour atteindre une réduction importante le

douzieme jour mais persiste au dela du treiziéeme jour (Tableau 26, Figure 59).

Par ailleurs, aucune différence significative n’a ¢été enregistrée entre les périodes
d’épithélialisation des plaies des groupes contréle creme et contrble pommade (p=0,99). Les
plaies traitées par la créme a base de I’huile essentielle de S.argel (SAHE 1%) ont présenté la
plus courte période d’épithélialisation, suivies des plaies traitées respectivement par les
pommades a base des extraits acétonique (SAAC 1%), méthanoliqgue (SAME 1%) et aqueux

(SAAQ 1%) ainsi que celles traitées par le standard Madécassol® (Tableau 26, Figure 60).

Controle Pommade _

SAAQ 1% (S

SAME 1% —

SAAC 10 I,

SAHE 1% —

Période d'épithélialisation

Madecassol 1%

Controle Créme

10 15 20 25

o
wv

Figure 60 : Représentation graphique de la période d’épithélialisation des plaies traitées par les
pommades et la créme a base d’extraits et d’huile essentielle de S. argel

Par ailleurs, 1’examen histopathologique des plaies traitées respectivement par la créme préparée
a base de I’huile essentielle de S. argel, ainsi que celles traitées par les pommades a base des
extraits acétonique, méthanolique et aqueux, a mis en évidence un revétement épidermique
atrophique avec une zone de cicatrisation dermique riche en fibres de collagéne, en fibroblastes
matures et en néo-vaisseaux (Figure 61 B1, B2, D1, D2, E1, E2, F1, F2). Toutefois, une
cicatrisation presque complete avec régénération des annexes pilosébacées a été retrouvée chez

les plaies traitées par la créme a base de I’huile essentielle de S.argel (Figure 61 B1).
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Figure 61 : Micrographies de la peau, coupes histologiques colorées par 1’Hematoxyline /
Eosine (1) et Trichrome (2).

(Al) Veéhicule x10, (A2) Véhicule x40, (B1) SAHE 1% x10, (B2) SAHE 1% x40, (C1)
Madecassol® x10, (C2) Madecassol® x40, (D1) SAAC 1% x10, (D2) SAAC 1% x40, (E1)
SAME 1% x10, (E2) SAME 1% x40, (F1) SAAQ 1% x10, (F2) SAAQ 1% x40. Ea: Epiderme
atrophique, Eh: Epiderme hypertrophique, f: Fibroblastes, c: Fibres de Collagéne, nv: Néo-
vaisseaux, Fr: Follicules pileux rudimentaires.
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L’examen histopathologique des plaies contrdles, ayant recues que les véhicules, a montré une
cicatrisation retardée par rapport a celle des plaies traitées par la créme a base de I’huile
essentielle et celles traitées par les pommades a base d’extrait de S.argel, mettant en évidence un
épiderme hypertrophique, une prolifération fibroblastique a petites cellules, un dép6t de fibres de

collagene ainsi qu’une angiogenése (Figure 61 Al, A2).

De plus, I’examen histopathologique des plaies traitées par le produit de référence Madecassol® a
révélé un revétement épidermique hypertrophique, une prolifération fibroblastique dominante et

une néo-vascularisation perpendiculaire a la surface épithéliale (Figure 61 C1, C2).

La Figure 62 représente 1’évolution dynamique sous forme de photos des surfaces des plaies
témoins, celles traitées par la créme préparée a base de 1’huile essentielle de S. argel, et par les
pommades a base des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que celles ayant recu le

standard Madecassol®.
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Figure 62 : Evolution en images des surfaces des plaies lors de I’activité cicatrisante de S. argel
TC : Témoin Créme, TP : Témoin Pommade, SM : Standard Madécossol®, SAAC 1% : Pommade Extrait Acétonique, SAME 1% : Pommade Extrait
Méthanolique, SAAQ 1% : Pommade Extrait Aqueux, SAHE 1% : Créme Huile Essentielle
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La cicatrisation est une réponse naturelle de 1’organisme face a une blessure et elle se déroule en
trois phases qui se succédent tout en se chevauchant pour certaines, la phase vasculaire et
inflammatoire (caractérisée par I'établissement de I'hémostase et de I'inflammation) ; la phase de
prolifération (composée par la granulation, la contraction et I’épithélialisation) et la phase de

maturation (formation du tissu cicatriciel) (Honrado et al., 2005).

Au cours de cette étude, l'activité cicatrisante des extraits acétonique, méthanolique et aqueux
ainsi que celle de I’huile essentielle de S. argel a été testée selon le modéle de la plaie par
excision. Ce modele est utilisé pour I'évaluation de la contraction et de I'épithélialisation de la
plaie (Ximenes et al., 2012). Les résultats obtenus indiquent que le traitement topique des plaies
par la creme a base de I’huile essentielle (SAHE 1%) et des pommades a base des extraits
acetonigque (SAAC 1%), méthanolique (SAME 1%) et agueux (SAAQ 1%) de S. argel a entrainé
un effet cicatrisant trés significatif, caractérisé par une augmentation des taux de contraction des
plaies entre le 4°™ et le 8°™ jour de traitement et I'écourtement de la période d’épithélialisation
comparativement aux Véhicules. L’examen histopathologique a confirmé I’effet cicatrisant
enregistré en mettant en évidence une bonne épithélialisation riche en fibroblastes et en dép6t de
collagéne comparativement aux véhicules.

L’effet cicatrisant de 1’huile essentielle ainsi que celui des extraits acétonique, méthanolique et
aqueux de S. argel pourrait étre attribué a leurs propriétés antioxydante, anti-inflammatoire,

antalgique et anti-infectieuse.

Les radicaux libres et les produits de réaction oxydative provoquent des lésions tissulaires et sont
particulierement rencontrés lors de la cicatrisation des plaies (Megha Jha et al., 2012). La
surproduction d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) entraine un stress oxydatif provoquant une
cytotoxicité et un retard de cicatrisation. De ce fait, I'élimination des ROS pourrait é&tre une
stratégie importante dans le traitement des plaies (Shivhare et al., 2010). Par conséquent, toute
substance possédant une activité antioxydante favorise la cicatrisation des plaies et contribue a la
régénération de la peau en détruisant les radicaux libres (Pesin Suntar et al., 2010).
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La richesse des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel en flavonoides,
notamment la quercitine, le kaempferol, le kaempferol-3-O-rutinoside, 1’astragaline et I’argénine,
peut contribuer en partie au processus de cicatrisation en inhibant la peroxydation lipidique,
prévenant ainsi les lésions tissulaires. En effet, les flavonoides et leurs dérivés sont connus pour
diminuer la peroxydation lipidique en améliorant la vascularisation et en empéchant ou en

ralentissant la progression de la nécrose cellulaire (George et al., 2014).

De plus, il convient de noter que I'huile essentielle de S. argel se caractérise principalement par
une concentration élevée de monoterpénes, en particulier le linalol, 1'a-terpineol, le géraniol et le
nérol. Le linalol, en particulier, présente des propriétés antioxydantes qui revétent une
importance potentielle dans la prévention de la peroxydation lipidique, comme l'ont suggéré
Peana et Moretti (2008).

En outre, il est essentiel de considérer que le processus inflammatoire représente la réaction du
systeme immunitaire face a une infection ou une blessure, bien que son implication ait été établie
dans la pathogenese de diverses maladies et associé a des affections telles que les ulcéres et les
plaies (John-Africa et al., 2014). Au cours des expériences décrites précédemment, les effets
anti-inflammatoire et antalgique de I’huile essentielle ainsi que ceux des extraits acétonique,
méthanolique et aqueux de S. argel ont été mis en évidence. Ces propriétés antiinflammatoire et
antalgique agiraient en réduisant la douleur et I'eedéme au niveau des plaies contribuant ainsi au

bon déroulement du processus de cicatrisation.

En effet, la présence d’cedéme interfere avec le métabolisme des cellules des tissus et diminue le
transport d'oxygeéne, ce qui entraine des retards de cicatrisation (Casley-Smith, 1993). Plusieurs
composants présents dans les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que dans 1’huile
essentielle de S. argel sont a I’origine de leurs propriétés anti-inflammatoire et antalgique (Se

référer aux activités anti-inflammatoire et antalgique pages 130 et 141).

Enfin, de nombreuses études indiquent que l'activité antimicrobienne est corrélée a la
cicatrisation des plaies. L'infection peut sérieusement retarder le processus de cicatrisation en
provoquant une formation de tissu de granulation de mauvaise qualité, une réduction de la
résistance a la traction du tissu conjonctif et une altération de I'épithélialisation (Mulisa et al.,

2015). Les flavonoides présents dans la composition des trois extraits étudiés pourraient
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participer a cet effet. Effectivement, les flavonoides sont connus pour améliorer le processus de
cicatrisation principalement en raison de leurs propriétés antimicrobiennes et astringentes, ce qui
semble étre responsable de la contraction de la plaie et I’accroissement de 1'épithélialisation
(Tsuchiya et al., 1996).

L’huile essentielle de S. argel présente également des propriétés antimicrobiennes grace a

I’action synergique de plusieurs de ses composants (Voir activité antibactérienne page 120).

Par ailleurs, I’huile essentielle de S.argel a une composition chimique similaire a celle de I'huile
essentielle de lavande vraie avec le méme composant majeur, le linalol. Par conséquent, la creme
d’huile essenticlle « SAHE » pourrait avoir le méme mécanisme d'action au cours du processus
de cicatrisation. L'étude réalisée par Mori et al (2016) a mis en évidence I'expression du facteur

de croissance TGF-p dans les plaies traitées localement a 1'huile essentielle de lavande.

En effet, le TGF-B se caractérise par un large spectre d'action au cours du processus de
cicatrisation et est responsable de la stimulation de l'angiogenése, de linduction de la
prolifération des fibroblastes et de leur transformation en myofibroblastes et de la synthese du
collagéne de type I et Il (Mori et al., 2016).

Une autre étude de Koca Kutlu et al (2013), a étudié I'expression des facteurs de croissance
PDGF et EGF au cours du processus de cicatrisation par I'huile essentielle de lavande et a
suggéré que le PDGF pourrait provoquer une diminution rapide du tissu de granulation
accélérant ainsi la fermeture de la plaie, tandis que I'EGF serait responsable d'une progression de
la ré-épithelialisation (Koca Kutlu et al., 2013). La confirmation de ces mecanismes d'action

pour I’huile essentielle de S. argel fera I'objet d’une étude ultérieure.

Ce travail a permis de mettre en évidence les propriétés cicatrisantes de I’huile essentielle et des
extraits acétonique, methanolique et aqueux de S. argel, confirmant ainsi son utilisation

traditionnelle pour le traitement des plaies.
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Activité Antiulcéreuse




Activité antiulcéreuse

L’¢évaluation de I’activité antiulcéreuse des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi
que de I’huile essentielle de S. argel s’est faite selon deux modéles expérimentaux : 1’ulcére

induit par 1’aspirine et I’ulcére induit par ligature du pylore.

1. Ulcére induit par I’aspirine
1.1. Méthode

Le test de I'ulcére induit par ’aspirine a pour but d’évaluer ’effet gastro-protecteur des
substances testées (Hegde et al., 1996).

Au cours de cette expérience, des rats albinos pesant entre 150 et 200 g ont éteé répartis en six
groupes de 6 rats chacun. Le premier groupe a servi de contrble et a recu de l'eau
physiologique (10 ml / kg), le deuxieme groupe a servi de standard et a recu de la ranitidine
(50 mg / kg) et les groupes restant ont servi de test et ont été traités respectivement avec les
extraits acétonique (SAAC 250 mg/kg), methanolique (SAME 250 mg/kg), aqueux (SAAQ
250 mg/kg) et I’huile essentielle (SAHE 250 mg/kg). Les animaux ont été traités
quotidiennement pendant huit jours. Le neuvieme jour, les rats ont été mis a jeun pendant 24h
puis I’ulcere a été induit par administration orale d’une suspension aqueuse d’aspirine a raison
de 200 mg/kg. Quatre heures plus tard, les animaux ont été sacrifiés et leurs estomacs ont été
ouverts pour calculer I’indice d’ulcere Ui par la méthode de Kunchandy (Kunchandy et al.,
1985).

Ui=Un+ Us + (Up x 101)

U, = Ulcére index

Un = Moyenne du nombre d’ulcére par animal
Us = Moyenne de ['ulcere score

Up = Pourcentage des animaux ayant des ulceres

Les estomacs ont été récupérés pour faire I'objet d'une étude anatomopathologique, afin d'étre
examinés microscopiquement pour mettre en évidence des changements patho-

morphologiques tels que la congestion, I’cedéme, 1’hémorragie et 1’érosion.
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1.2. Résultats

Les résultats du test de I’ulcere induit par I’aspirine sont présentés dans le Tableau 27.
Les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que I'huile essentielle de S.argel ont
présenté un effet gastro-protectif significatif sur l'ulcération induite par I'aspirine chez le rat.
L'administration orale de SAAC, SAME, SAAQ et SAHE a la dose de 250 mg/kg a entrainé
une réduction significative de I'indice d'ulcére, par rapport au groupe témoin (p<0,0001), avec
des pourcentages de protection contre l'ulcere de 84,71, 66,92, 78,89 et 84,71%,
respectivement. De plus, le produit de référence « ranitidine » (50 mg/kg) a entrainé un effet
gastro-protecteur significatif (68,8% d'inhibition) comparable a celui des extraits et de 1’huile

essentielle & la dose de 250 mg/kg.

Tableau 27 : Effets des extraits acétonique (SAAC), méethanolique (SAME) et aqueux
(SAAQ) ainsi que de I'huile essentielle (SAHE) des feuilles de S. argel sur l'ulcere gastrique
induit par I'aspirine chez le rat

Groupes Dose (mg/kg) Ulcére index % protection
Controéle (10 mg/kg p c.) 7,2611,442 _
Standard Ranitidine 50 2,24+0,66° 68,8
SAAC 250 1,18+0,66" 84,71
SAME 250 2,41+0,61° 66,92
SAAQ 250 1,55+0,66° 78,89
SAHE 250 1,03+0,66° 84,71

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

L'examen histopathologique des estomacs des rats mis en expérimentation a révélé la
présence d'ulcérations dans le groupe témoin non traité (Figure 63 (A2)), contrairement aux
groupes traités par SAAC, SAHE et ranitidine pour lesquels aucune lésion n'a été mise en
évidence (Figure 63 (B2), (C2), (D2)). D’autre part, de rares lésions de desquamation
cellulaire ont été enregistrées chez le groupe traité par 1’extrait méthanolique, alors que, des
1ésions d’exulcération superficielle en nombre réduit ont été mises en évidence chez le groupe
traité a 1’extrait aqueux (Figure 63 (E2), (F2)). Ces résultats confirment l'effet gastro-

protecteur enregistré.
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Figure 63 : Photographies (1) et micrographies (2) de I’estomac lors du test de 1’ulcére
gastrique induit par I'aspirine chez le rat, coupes histologiques colorées a
I'nématoxyline/éosine.

(A1) Controle, (A2) Contrdle x10, (B1) Ranitidine 50 mg/kg, (B2) Ranitidine 50 mg/kg x4,
(C1) SAHE 250 mg/kg, (C2) SAHE 250 mg/kg x4, (D1) SAAC 250 mg/kg, (D2) SAAC 250
mg/kg x10, (E1) SAME 250 mg/kg, (E2) SAME 250 mg/kg x10, (F1) SAAQ 250 mg/kg,
(F2) SAAQ 250 mg/kg x4. DC: Desquamation cellulaire, ES: Exulcération superficielle. Les
cercles et la fleche noire indiquent la présence d'ulcere.
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2. Ulcere par ligature du pylore

2.1. Méthode

Le test de 1’ulcére induit par ligature du pylore a été réalisé selon la méthode décrite par Shay
et al., (1945). Le principe de ce test est d’évaluer I’effet anti-sécrétoire des substances testées.
Les animaux ont été mis a jeun pendant 24 heures. Six groupes de 6 rats ont été traités
respectivement avec les extraits acétonique (SAAC 250 mg/kg), méthanolique (SAME 250
mg/kg), aqueux (SAAQ 250 mg/kg) et I’huile essentielle (SAHE 250 mg/kg), la ranitidine (50
mg / kg) et de I'eau physiologique (10 ml / kg) 30 minutes avant la ligature pylorique.
Apres la periode de jeun, les rats ont été anesthésiés et I'abdomen a été ouvert par une incision
médiane sous l'apophyse Xiphoide et I'extrémité pylorique a été ligaturée. La ligature a été
réalisée sans endommager l'approvisionnement en sang de I'estomac. Les rats ont été priveés
de nourriture et d'eau pendant la période postopératoire. Quatre heures apres la chirurgie, tous
les animaux ont été sacrifiés. Les estomacs ont été ouverts et le contenu gastrique a été
recueilli. Le volume du contenu gastrique a été mesuré puis centrifugé a 1000 g pendant 10
min. L'acidité partielle et I'acidité totale ont été estimées en titrant 1ml de surnageant avec du
NaOH 0,01 N, en utilisant la phénolphtaléine comme indicateur coloré.

L'acidité a été exprimée comme suit :

Volume de NaOH x Normalité x 100 1
Acidité = — mEq |

L'indice d'ulcére a été estimé par la méthode de Kunchandy (Kunchandy et al., 1985).
Les estomacs ont été récupérés pour faire I'objet d'une étude anatomopathologique, afin d'étre
examinés  macroscopiquement  pour mettre en  évidence des changements

pathomorphologiques tels que congestion, cedéme, hémorragie et érosion.

2.2. Résultats

Les resultats de I'effet gastro-protecteur de I'huile essentielle (SAHE) et des extraits
acetonique (SAAC), méthanoliqgue (SAME) et aqueux (SAAQ) de S.argel sur l'ulcere
gastrique induit par la ligature du pylore chez le rat sont présentés dans le Tableau 28.
L'administration orale de SAHE ainsi que celle de SAAC, SAME et SAAQ a la dose de 250
mg/kg ont significativement atténué le volume gastrique, l'acidité libre, l'acidité totale et

I'indice d'ulcére (p<0,0001), en considérant le groupe témoin, avec des pourcentages de
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protection contre l'ulcére de 77,65% ;81,44% ; 78,53% et 59,11%, respectivement. De plus,
leur effet antiulcéreux a la dose de 250 mg/kg est comparable & celui du produit standard
ranitidine a la dose de 50 mg/kg, avec un taux de protection contre l'ulcere de 79,16 %.

Tableau 28 : Effets des extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME) et aqueux
(SAAQ) ainsi que de I'huile essentielle (SAHE) des feuilles de S ; argel sur l'ulcére gastrique
induit par ligature du pylore chez le rat

Groupes Dose (mg/kg) Vg(ggtrrrilg LJJ l;s Acidité Partielle  Acidité Totale Ulcere %
(mL) (mEg/L) (mEg/L) index protection

Controle (10 mg/kg p c.) 6,5+1,16° 58,33+3,22 75,43+3,37  6,93+1,16* -

Ranitidine 50 2,13+0,46° 12,58+0,54 28,61+1,37 1,48+0,94° 79,16
SAAC 250 2,08+0,41 12,43+2,63 28,38+1,25 1,28+0,75 81,44
SAME 250 2,2+0,13 12,96+1,3 28,93+2,63 1,46+0,48 78,53
SAAQ 250 3,11+0,28 12,48+1,31 40,2+3,13 2,89+1,3 59,11
SAHE 250 2,28+0,15° 12,98+0,88 28,98+0,91 1,59+1,13° 77,65

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative aprés analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

L'examen histologique des estomacs a révélé I'absence de lésions dans les groupes traites,
respectivement, par le standard ranitidine, I’huile essentielle et 1’extrait acétonique de S.argel
(Figure 64 (B2), (C2), (D2)) contrairement au groupe témoin pour lequel des lésions
d'ulcération ont été rapportées (Figure 64 (A2)). Par ailleurs, de rares et minimes lésions
d’exulcération ont été enregistrées chez certains rats traités par les extraits méthanolique et
aqueux (Figure 64 (E2), (F2)). Ces résultats corroborent avec ceux rapportés dans le Tableau
28.
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Figure 64 : Photographies (1) et micrographies (2) de I’estomac lors du test de ligature du
pylore chez le rat, coupes histologiques colorées a I'hématoxyline/éosine.

(Al) Contrdle, (A2) Contrdle x10, (B1) Ranitidine 50 mg/kg, (B2) Ranitidine 50 mg/kg x4,
(C1) SAHE 250 mg/kg, (C2) SAHE 250 mg/kg x4, (D1) SAAC 250 mg/kg, (D2) SAAC 250
mg/kg x10, (E1) SAME 250 mg/kg, (E2) SAME 250 mg/kg x4, (F1) SAAQ 250 mg/kg, (F2)
SAAQ 250 mg/kg x10. DC : Desquamation cellulaire, ES: Exulcération superficielle. Les
cercles et la fleche noire indiquent la présence d'ulcere.
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Les résultats de nos travaux ont été consignés au sein d'un article original intitulé :
"Wound healing and antiulcer activities of Solenostemma oleifolium (Nectoux) Bullock &
E.A. Bruce ex Maire essential oil in rats" dans la revue Journal of Pharmacy &

Pharmacognosy Research , en 2024.

3. Discussion

L'ulcere peptique est I'une des maladies gastro-intestinales les plus répandues. En régle
générale, les ulceres gastriques resultent d'un déséquilibre entre les facteurs agressifs et le
maintien de I'intégrité de la muqueuse par des mecanismes de défense endogénes (Rajkapoor
et al., 2002 ; Ahmed et al., 2016).

L'étude de l'activité antiulcéreuse des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que
celle de I'huile essentielle de S. argel a été réalisée selon les modéles de 1’ulcére induit par
I'aspirine et de 1’ulcére induit par la ligature du pylore.

L'ulcération gastrique est une limitation majeure a l'utilisation des anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) (Maruthappan et al., 2010). Les AINS synthétiques comme I'aspirine
causent des dommages aux muqueuses en interférant avec la synthese des prostaglandines, en
augmentant la sécrétion acide, linfiltration des neutrophiles, les changements dans la
production d’oxyde nitrique (NO), la génération de ROS, l'initiation de la peroxydation
lipidique et une baisse de la production de mucus, entrainant ainsi des ulcéres hémorragiques
(Rozza et al., 2011).

Dans la présente étude, I'huile essentielle (SAHE) ainsi que les extraits acétonique (SAAC),
méthanoliqgue (SAME) et aqueux (SAAQ) des feuilles de S.argel ont montré un effet
gastroprotecteur significatif contre l'ulcere induit par I'aspirine. Ces résultats indiquent que
SAHE, SAAC, SAME et SAAQ présentent un effet cytoprotecteur efficace, en agissant
probablement par augmentation de la sécrétion de mucus et/ou de bicarbonate, ce qui inhibe
la formation de Iésions ulcéreuses.

Par ailleurs, le modele de l'ulcere induit par la ligature du pylore a été utilisé pour étudier

I'effet de I'huile essentielle et des extraits de S. argel sur la sécréetion gastrique.

Dans la méthode de la ligature pylorique, l'autodigestion de la muqueuse gastrique par
I’accumulation de sucs gastriques, l'interférence dans le flux sanguin gastrique et la rupture de
la barriere de la muqueuse gastrique sont responsables de l'induction d'ulcérations
(Govindarajan et al., 2006 ; Galdas et al., 2011 ; Afroza Bashir et al., 2014). Dans cette

étude, I'nuile essentielle (SAHE) ainsi que les extraits acétonique (SAAC), méthanolique
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(SAME) et aqueux (SAAQ) des feuilles de S. argel, ont significativement diminué le volume
gastrique, l'acidité libre, l'acidité totale et l'indice d'ulcere empéchant ainsi la formation

d'ulcere, ces résultats suggerent leur activité anti-sécrétoire.

Les extraits de plantes sont parmi les sources les plus intéressantes pour le développement de
nouvelles molécules thérapeutiques en particulier dans le traitement des ulceres gastriques
(Sannomiya et al., 2005). Dans la présente étude, les extraits acétonique, méthanolique et
aqueux de S. argel ont présenté un excellent effet gastroprotecteur. Ce dernier pourrait étre lié
a leur richesse en flavonoides. En effet, les flavonoides sont parmi les composants
cytoprotecteurs pour lesquels I'efficacité anti-ulcérogene a été largement confirmée (Sumbul
et al., 2011). lls protegent la muqueuse gastrique contre une variété d'agents ulcérogénes via
plusieurs mécanismes d'action, principalement leurs propriétés anti-radicalaires et
antioxydantes, une production accrue de mucus, une action antisécrétoire et une inhibition de

la croissance d'Helicobacter pylori (Di Carlo et al., 1999).

Parmi les flavonoides présents dans la composition des extraits acétonique, méthanolique et
aqueux de S. argel, la rutine pourrait participer a I’effet gastroprotecteur observé. L'effet
cytoprotecteur de ce flavonoide semble étre médié par le facteur d'activation plaquettaire
(PAF) endogeéne, car il inhibe de maniére dose-dépendante le contenu muqueux du PAF. Un
autre mécanisme possible serait lié aux propriétés antioxydantes de la rutine, qui agirait en
réduisant les taux de lipoperoxydes et en augmentant l'activité de I'enzyme antioxydante
glutathion peroxydase (GSH -Px) (Kelly et al., 2009). Effectivement, I’étude menée par
Abdel-Raheem et al., (2010) a permis de mettre en évidence 1’activité gastroprotectrice de la
rutine contre des lésions gastriques induites par l'indométacine chez le rat, par I’inhibition de
l'infiltration des neutrophiles et la suppression de la génération du stress oxydatif
(augmentation du GSH et de la SOD et réduction de la MPO) (Abdel-Raheem et al., 2010).

De plus, la quercétine présente dans la composition des trois extraits de S. argel pourrait
¢galement contribuer a 1’effet gastroprotecteur enregistré. En effet, ce flavonoide protegerait
la muqueuse gastro-intestinale des leésions aigués induites par divers modeles expérimentaux
notamment les ulcéres induits par ligature du pylore, la réserpine, I'aspirine, I'indométacine et
I'éthanol (Kelly et al., 2009). Son mécanisme d'action gastroprotecteur impliquerait le PAF

endogene (lzzo et al., 1994), une augmentation de la production de mucus, des propriétés
antihistaminiques, qui diminuent les taux d'histamine (Alarcon et al., 1994). Toutefois, le
principal mécanisme d'action de I’effet gastroprotecteur de ce flavonol reste ses propriétes
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antioxydantes, par I’inhibition de la peroxydation lipidique, 1’augmentation des niveaux de
composés SH non protéiques muqueux (agents antioxydants importants) dans le GSH-Px
(Martin et al., 1998) et les activités de superoxyde dismutase, ainsi que la réduction des

composeés carbonylés protéiques (Kahraman et al., 2003).

Enfin, la présence du Kaempferol dans les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S.
argel peut également contribuer a 1’effet gastroprotecteur observé. Ce flavonol agirait en
inhibant I'accumulation de neutrophiles et en diminuant I'activité de la myéloperoxydase
(MPO) et les niveaux de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, 1'[L-1p et
I'interleukine-6 (IL-6), améliorant ainsi les niveaux d’acide nitrique et du mucus gastrique
(Serafim et al., 2020).

Par ailleurs, il a été démontré que certains monoterpenes présents dans les huiles essentielles
d'origine végeétale ont des effets gastroprotecteurs contre différents agents ulcérogenes
(De Carvalho et al., 2013). L'huile essentielle de S. argel est majoritairement composée de
monoterpenes. Son activité gastroprotectrice ne peut étre associée a I’action d’un compose
chimique spécifique, mais probablement a un effet synergique de différents composants de
I'nuile tels que le linalol, le géraniol, le nérol, I’a-terpinéol et le limonene.

L'effet gastroprotecteur de SAHE peut étre attribué en partie a son composé majoritaire, le
linalol. En effet, les effets antioxydants et anti-inflammatoires du linalol décrits dans la
littérature permettraient de prévenir les dommages gastriques causés par les agents
ulcérogénes. L'étude menée par Da Silva et al., (2016), a rapporté que lactivité
gastroprotectrice du linalol, est probablement liée a I'augmentation de I'activité antioxydante.
En effet, le linalol a pu réduire de maniere significative la peroxydation lipidique, ce qui
suggere qu'il agit comme piégeur des espéces réactives de I'oxygéne (Da Silva et al., 2016).

La présence de géraniol dans la composition de SAHE peut également participer a son effet
gastroprotecteur. En effet, le géraniol augmente la libération de facteurs antioxydants, et
entretient les taux de PGE: et de NO, qui agissent dans le maintien de la microcirculation
gastrique (De Carvalho et al., 2013 ; Périco et al., 2020). Le géraniol active également les
récepteurs de l'acide y-aminobutyriqgue A (GABA-A) et du TRPV-1, augmentant ainsi la
libération de CGRP qui agit en relaxant le muscle lisse entourant les artérioles, entrainant une
augmentation du flux sanguin muqueux, une augmentation de la production de mucus et du
pH intracellulaire a la surface de I'estomac (De Carvalho et al., 2013; Périco et al., 2020).

De méme, des résultats antérieurs apportent la preuve d'un effet bénéfique du nérol apres
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induction de l'ulcere gastrique, impliquant une protection contre les dommages gastriques et
une modulation du systéme immunologique, suggérant le potentiel gastroprotecteur de ce
monoterpéne (Gonzalez-Ramirez et al., 2016).

De plus, l'a-terpinéol présent dans SAHE peut également contribuer a I'effet gastroprotecteur
observé. En effet, I'étude de Souza et al., (2011) a démontré une action gastroprotectrice
substantielle contre les AINS dans des modéles expérimentaux in vivo (Souza et al., 2011).
Les effets gastroprotecteurs observés de 1’a-terpinéol impliquent probablement la
participation de meécanismes cytoprotecteurs (Souza et al., 2011 ; Oliveira et al., 2012,
Khaleel et al., 2018).

Enfin, le limonene présent dans SAHE peut également participer a annuler I'effet secondaire
des AINS et ainsi prévenir la formation d'ulceres gastriques par renforcement de la résistance

de la barriere muqueuse par un revétement protecteur (Rozza et al., 2011).

Par ailleurs, SAHE a enregistré un effet antisécrétoire remarquable en diminuant le volume
gastrique et l'acidité de I'estomac. Selon la littérature, les composants monoterpéniques cités
ci-dessus n‘auraient pas d'effet anti-sécrétoire (Assis Oliveira et al., 2014), par conséquent,
l'activité anti-sécrétoire enregistrée pourrait étre secondaire a la cicatrisation de l'ulcere.
En effet, I'étude réalisée précédemment sur l'ulcére gastrique chez le rat a démontré I'effet
anti-sécrétoire du géraniol secondaire & la cicatrisation de l'ulcére ou a un effet sur
I'autorégulation de la libération de gastrine (Bhattamisra et al., 2018).

Cependant, le terpinéne-4-ol présent dans I'HESA pourrait participer a I'effet anti-sécrétoire.
En effet, I’étude menée par Matsunaga et al., (2000) a mis en évidence I'effet anti-sécrétoire
du terpinen-4-ol présent dans I'huile essentielle de Cryptomeria japonica lors d'ulceres induits

par plusieurs médiateurs.

4. Conclusion
La présente étude a permis de confirmer I’effet gastroprotecteur de I’huile essentielle et des

extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel
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Activité Antidiabétique




Etude des activités antidiabétique et neuroprotectrice

1. Méthode

1.1. Induction du diabéte et modeéle expérimental

L’alloxane est une B-cytotoxine utilisée dans la recherche sur le diabete pour induire un
diabéte de type I. Elle entraine une nécrose des cellules B des ilots de Langerhans du pancréas
(Mourya et al., 2016). L’Alloxane a une action diabétogénique lorsqu’il est administré par
voie parentérale chez les rongeurs.

Au cours de cette étude, le diabéte a été induit par une injection intra-péritonéale d’Alloxane
monohydrate dilué dans de I’eau physiologique a une dose de 150 mg / kg de poids corporel
chez des rats a jeun. Une heure aprés 'administration de 1’Alloxane, les animaux ont été
nourris avec des granulés et de I'eau ad libitum. Au bout de 48 heures, des prélevements
sanguins ont été réalisés au niveau de 1’espace rétro-orbitale et le taux de glycémie dans le
sang a été determiné a I’aide d’un glucométre. Les animaux présentant une glycémie
supérieure a 200 mg/dl ont été considérés comme hyperglycémiques et sélectionnés pour
I’étude (Nawale et al., 2016). Par la suite, les rats ont été divisés en 6 groupes de 6 rats

chacun suivant le schéma expérimental représenté dans la Figure 63.

( N\
—[ Contréle négatif ]—— Eau Physiologique
) \. J
Sc 4 )
hé [ Controle diabétique | Alloxan a la dose de 150 mg/kg
m L J
a e
E Alloxan a la dose de 150 mg/kg +
Xp Groupe reference Metformine a la dose de 250 mg/kg
ér \ J
Im Alloxan a la dose de 150 mg/kg +
f nl —[ Groupe SAAC ] extrait acétonique a la dose de 250
a ma/kg
(" Alloxane a la dose de 150 mg/kg +
—[ Groupe SAME ]‘ extrait méthanolique a la dose de
L 250 mg/kg
— Ve s
Alloxan a la dose de 150 mg/kg +
— Groupe SAAQ extrait aqueux a la dose de 250

mag/kg

\

Figure 63 : Schéma expérimental de 1’activité antidiabétique des extraits de S. argel selon le
modéle du diabéte induit chez les rats par I’ Alloxane
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Soixante-douze heures (72 h) apres I'induction du diabéte, les extraits a tester et le produit de
référence ont été administrés quotidiennement pendant 28 jours par voie orale. Les effets des
extraits sur les rats normaux et diabétiques ont été observés en enregistrant les modifications

du poids corporel tout au long de la période expérimentale.

1.2. Parameétres biochimiques

8éme

Des prélévements de sang ont été recueillis le 7™, le 14°™ le 21°™ et le 2 jour &
compter du début de I'étude pour la mesure du taux de glycémie (Kit SPINREACT).

Par ailleurs, les parametres biochimiques suivants cholestérol total, triglycérides, alanine
aminotransférase (ALAT), aspartate aminotransférase (AST), ASAT phosphatase alcaline
(PAL), urée et créatinine ont été déterminés au 28°™ jour afin d’évaluer le profil lipidique et

les fonctions hépatique et rénale (Kits SPINREACT).

1.3. Etude anatomopathologique

Au terme de la période expérimentale, les animaux ont été autopsiés et les organes suivants,
foie, reins et pancréas ont été prélevés et conservés dans du formol a 10% afin de faire 1’objet
d’une étude anatomopathologique. Par la suite, les organes prélevés ont suivi les étapes
classiques de déshydratation, d’enrobage, de coupe et de coloration a I'nématoxyline et a
I'éosine. Les lames ont été observées au microscope optique (Leica DMLS2.11501200,
Cameéra Leica MC170HD).

1.4. Evaluation de I’effet neuroprotecteur

1.4.1. Examen histopathologique

Afin d’évaluer I’effet neuroprotecteur des extrait acétonique, méthanolique et aqueux de
S.argel au cours du diabete induit par I’Alloxane, les cerveaux des rats mis en
expérimentation ont été préleves et stockés dans du formol & 10 %. Une fois fixés, ils ont été
déshydratés, enrobés dans la paraffine pour former des blocs puis coupés au microtome en
sections fines de 4 um. Les cerveaux ont été, par la suite, colorés avec de I'hématoxyline et de
I'éosine ainsi que par du violet de crésyl. La lecture et la prise de photos ont été faites au
microscope optique (Leica DMLS2.11501200, Caméra Leica MC170HD)

Les résultats histopathologiques ont été évalués au microscope optique selon le bareme
suivant : absence (0), faible (1), modérée (2), sévere (3) de dégénérescence neuronale,

d'apoptose, de gliose, d'cedéme et d'hémorragie (Guven et al., 2009).
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1.4.2. Immunohistochimie

Afin de réaliser la technique d’immunohistochimie, les blocs des cerveaux obtenus
auparavant, ont été coupés en sections de 4 um d'épaisseur et montées sur des lames porte-
objet adhérentes Polysine (Epredia™, UK). Aprés déparaffinage des lames & 1’aide du PT
Module (Epredia™, UK), une coloration indirecte a été appliquée, en utilisant la méthode
streptavidine — biotine — peroxydase pour I’anticorps HSP-70-HSP1A (Anticorps a
reconstituer, Monoclonal Mouse 1gGoa, R&D Systems Biotechne Brand, USA).

Les lames ont été traitées avec du peroxyde d'’hydrogene a 3% et du méthanol pendant 30
minutes pour bloquer l'activité de la peroxydase endogéne suivi d’un ringage dans une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS) (pH = 7,4). Les lames ont été, par la suite,
incubées toute la nuit a 4°C avec 1’anticorps primaire HSP-70 a la concentration de 20 pg/ml.
Apres un lavage minutieux avec du PBS (3 x 5 min), les lames ont été inondées avec une
solution de peroxyde d'hydrogene a 5 %, rincées avec du PBS (2 x 5 min) et incubées avec
I’anticorps secondaire Envision Flex/HRP anti-mouse (15 min) (Dako, USA). Puis, les coupes
ont été rincées avec du PBS (2 x 5 min) et incubées avec un complexe avidine — biotine —
peroxydase (15 min) (Dako, USA). Apres ringage au PBS (2 x 5 min), les coupes ont été
incubées avec une solution de substrat chromogene de 3,3'-diaminobenzidine (DAB)
(Chromogen Envision FlexDako, USA) pendant 10 min. Aprés ringage a 1’eau distillée, les
coupes ont été contre-colorées avec de I’hematoxyline. Par la suite, les lames ont été
déshydratées dans des bacs d'alcool éthylique absolu (3 x 2 min), puis nettoyées au xylene

(trois bacs successifs) et montées a I’aide d’un dispositif de collage.

Les lames ont été observees au microscope optique (Leica DMLS2.11501200, Caméra Leica
MC170HD) et l'intensité de la coloration par I’HSP-70 a été notée comme absente (0), faible
(1), modérée (2) ou forte (3) (Guven et al., 2009) :

4 Forte coloration sombre, facilement visible avec un objectif de faible puissance et
impliquant > 50 % des cellules.

4 Zones de coloration focale sombre modérée (<50 % des cellules) ou coloration

modérée de >50 % des cellules.

4 Faible coloration focale modérée dans <50 % des cellules, ou coloration péale dans

n'importe quelle proportion de cellules difficilement visibles a faible puissance.
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2. Résultats

2.1. Suivi des poids

Tout au long de la période expérimentale, un suivi hebdomadaire des poids corporels des rats
mis a I’essai a été réalisé. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 64.

Les rats mis a I’essai ont présenté un gain en poids progressif tout au long de la période
expérimentale hormis les rats appartenant au groupe traité par I’extrait acétonique (SAAC)

qui eux ,ont conservé le méme poids durant tout 1’essai.

Jo J7 J14 J21 J28
m Controle négatif = Controle diabétique Metformine (250 mg/kg)
B SAAC (250 mg/kg) = SAME (250 mg/kg) SAAQ (250 mg/kg)

Figure 64 : Suivi hebdomadaire des poids des rats au cours de 1’activité antidiabétique des
extraits de S. argel

2.2. Effet sur la glycémie

Les extraits acétonique (SAAC), méthanolique (SAME) et aqueux (SAAQ) des feuilles de

S. argel a la dose de 250 mg/kg ont présenté une activité hypoglycémique significative a
partir du 7°™ jour comparativement au groupe contrdle diabétique (p<0,0001). Le taux de
glycémie des rats traités respectivement par ces trois extraits a continué¢ a diminuer jusqu’a
atteindre un taux de glycémie normal au 218me jour comparatif a celui du groupe témoin non
diabétique (Tableau 29, Figure 65).
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Tableau 29 : Effets des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel sur le taux de

glycemie.
Groupes Dose Effet sur le taux de glycémie (mg/dl)
(mglkg) Initial J7 J14 J21 J28

Contréle négatif 100,83+8,5° 107,16+4,5° 109,5+5,83% 106,33+3,66°  103,45+8,3°
Controdle diabétique 295,16+19,11° 291+22° 282,83+19,22°  268,16+20,55° 266,78+21,1"
Standard Metformine 250 300,16+5,27°  290,16+8,44™  246,33+18,55™ 173,5+34° 120,55+6,2°
SAAC 250 337,66+8,33" 215+68% 186,66+27,55  142,83+355%  137,05+33,18
SAME 250 317,05+33,18° 205+43° 164,33+22,55°  148,33+19°  117,88+21,68°
SAAQ 250 327,83+30,16° 201,5459,16°  155,83+33,16% 131+23? 106,58+18°

Taux de glycémie

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une difference non-significative aprés analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

Le groupe standard recevant la metformine a la dose de 250 mg/kg a entrainé une réduction

4ome 1°™ jour un taux de

significative du taux de glycémie a partir du 1 jour pour atteindre au 2

glycémie normal similaire a celui du groupe témoin sain et ceux traités par les extraits de
S. argel (Tableau 29, Figure 65).

400 +

- T1 -
250 T [ T T
200 - T
150 - . [
100 - B
a0
0 - ; . . . .

Controle négatif Contrdle diabétique  Metformine 250 mg/kg  SAAC 250 mg/kg SAME 250 mg/kg SAAQ 250 mg/kg

mJ0 mJ7 0J14 mj21 = )28

Figure 65 : Effets des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel sur le taux de
glycémie
Par ailleurs, ’examen anatomopathologique a mis en évidence une nécrose massive du
parenchyme pancréatique avec disparition des cellules p des ilots de Langerhans chez
I’ensemble des lots ayant recu de 1’ Alloxane, confirmant 1’action diabétogénique de ce dernier
sur ces groupes (Figure 66 (B), (C), (D), (E), (F)) ; comparativement au groupe contrdle non

diabétique, chez lequel aucune Iésion pancréatique n’a été signalée (Figure 66 (A)).
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Figure 66 : Micrographies du pancréas, coupes histologiques colorées par I’Hematoxyline /

Eosine.

(A): Témoin non diabétique x4, (B): Témoin diabétique x10, (C): Métformine 250 mg/kg x4,
(D): SAAC 250mg/kg x10, (E): SAME 250 mg/kg x4, (F): SAAQ 250 mg/kg x40. N:
Nécrose

2.3. Evaluation du profil lipidique

Dans le modéle du diabéte induit par 1I’Alloxane, 1’augmentation du taux de glycémie est
accompagneée par une élévation des taux de cholestérol total et de triglycérides. Les taux de
cholestérol total et de triglycérides ont été déterminés a la fin de la période expérimentale.
Une diminution significative du taux de cholestérol total des rats traités respectivement par la

metformine, I’extrait acétonique et I’extrait aqueux a été enregistrée.

Les rats traités par I’extrait méthanolique ont montré un taux de cholestérol total similaire a
celui du groupe témoin. Par ailleurs, les rats traités par 1’extrait acétonique ont présenté une
diminution trés significative du taux de triglycérides comparativement au groupe contréle
diabétique (p<0,0001). Le taux de triglycérides enregistré chez les rats traités par la
metformine et I’extrait aqueux est comparable a celui du groupe témoin. Les rats traités par
I’extrait méthanolique ont présenté un taux de triglycérides intermédiaire entre le groupe
témoin et le groupe controle diabétique. Enfin, une augmentation significative des taux de
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cholestérol total et de triglycérides a été enregistree chez les rats du groupe contréle
diabétique comparativement au groupe témoin (p<0,0001) (Tableau 30).

Tableau 30 : Effets des extraits acetonique, méthanolique et aqueux de S. argel sur le profil

lipidique.
Groups Dose (mg/kQg) Cholestérol total (g/l) Triglycérides (g/l)
Controle négatif : 0,83+0,27° 2,12+0,73%
Controle diabétique - 1,01+0,16° 5,38+1,11°
Standard Metformine 250 0,41+0,15° 3,01+0,92%
SAAC 250 0,67+0,33% 1,93+0,34"
SAME 250 0,82+0,20° 3,28+0,34°
SAAQ 250 0,76+0,11% 2,52+0,21%

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative aprés analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

2.4. Evaluation des fonctions hépatique et rénale

A la fin de la période expérimentale, les taux des enzymes hépatiques AST, ALT et PAL ainsi
que les taux d’urée et de créatinine ont été déterminés afin d’évaluer les fonctions hépatique
et rénale des rats mis en expérimentation. Les taux des enzymes hépatiques AST et ALT
enregistrés chez les groupes traités par les extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi
que le groupe standard sont similaires a ceux du groupe contréle négatif comparativement au
groupe contréle diabétique ou une augmentation des taux sériques des enzymes AST et ALT a
été constatée. De plus, aucune modification des taux de phosphatase alcaline n’a été

enregistrée chez ’ensemble des groupes hormis pour le groupe traité par 1’extrait acétonique.

Par ailleurs, une augmentation du taux d’urée a été déterminée chez les rats controle
diabétique et ceux traités par la metformine comparativement au groupe témoin. Enfin, une
augmentation du taux de créatinine a été enregistrée chez les rats contréle diabétique
(Tableau 31)

Tableau 31 : Effets des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel sur les
fonctions hépatique et rénale.

Groups Doses AST ALT ALP Urée Créatinine
(mg/kg) (UI/L) (UI/L) (UI/L) (a/) (mg/1)

Contrble négatif 61,10+12,21%  46,01+6,77° 31,36+1,48°  0,43+0,04%  9,18+0,96*
Controle diabétique 107,05+73,12°  91,95+80,16°  48,33+16,72° 1+0,26 ™ 9,45+1,31°
Standard Metformine 250 60,42+13,64%  38,11+12,87%  49,47+23,07*  1,09+0,33°  8,36+0,59*
SAAC 250 54,14+26,65%  54,38+19,31%  82,66+2,47°  0,64+0,23°  9,16+1,32*
SAME 250 90,54+32,96°  66,41+17,84% 52,45+15,16° 0,73%0,07*  7,22+0,30™
SAAQ 250 60,82+14,67°  40,43+13,61% 54,26+20,21*°  051+0,06*°  7,74+0,86°
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Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative aprés analyse ANOVA suivie par le test
de Tukey.

L’examen histopatologique du parenchyme hépatique a permis de mettre en évidence une

congestion vasculaire prédominante chez le groupe contréle diabétique non traité (Figure 67

(B)) et minimes chez les groupes metformine, SAME et SAAQ comparativement au controle
non diabétique (Figure 67 (C), (E), (F), (A)). De plus, des lésions de type dilatation
sinusoidale et stéatose hépatique ont été révélées, respectivement, chez les groupes SAME et
SAAC (Figure 67 (E), (D)).
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Figure 67 : Micrographies du foie, coupes histologiques colorées par I’Hematoxyline /
Eosine.

(A): Témoin non diabétique x4, (B): Témoin diabétique, (C): Métformine 250 mg/kg, (D):
SAAC 250mg/kg, (E): SAME 250 mg/kg, (F): SAAQ 250 mg/kg. CV: Congestion
vasculaire, SH: Stéatose hépatique, DS: Dilatation sinusoidale.

Par ailleurs, ’examen anatomopathologique a révélé que le parenchyme renal du groupe
contréle diabétique non traité est le siege de lésions de type nécrose tubulaire sous corticale et
a moindre mesure chez le groupe SAME (Figure 68 (B), (E)). Aussi, une hyper-osmose

tubulaire non pathologique a été enregistrée chez les groupes metformine et SAAQ (Figure
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68 (C), (F)). Aucune lésion n’a été signalée chez les groupes controle non diabétique et
SAAC (Figure 68 (A), (D)).

Figure 68 : Micrographies du rein, coupes histologiques colorées par 1’Hematoxyline /
Eosine.

(A): Témoin non diabétique x4, (B): Témoin diabétique, (C): Métformine 250 mg/kg, (D):
SAAC 250mg/kg, (E): SAME 250 mg/kg, (F): SAAQ 250 mg/kg. N: Nécrose tubulaire sous
corticale, HT: Hyper osmose tubulaire.
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3.5. Evaluation de I’effet neuroprotecteur

3.5.1. Examen histologique

Les résultats de I'évaluation histopathologique de I'effet neuroprotecteur chez les rats
diabétiques traités par les extraits SAAQ, SAAC et SAME sont présentés dans le Tableau 32.

Aucune différence significative n'a été mise en évidence entre le témoin non diabétique, le

standard metformine et I'extrait aqueux de S.argel en termes d'absence de Iésions au niveau du

cortex cérébral, comparativement au témoin diabétique (Tableau 32, figure 71). De plus,

aucune différence significative n’a été enregistrée entre les extraits SAAC, SAME et le contrdle

diabétique pour ce qui est des 1ésions d’apoptose et d’hémorragie.

Tableau 32 : Résultats de I'évaluation histopathologique de I'effet neuroprotecteur des

extraits SAAQ, SAAC et SAME lors du diabete induit par I'Alloxane chez le rat

Groupes (r[rzgil‘i;) Dégénérescence Apoptose Gliose (Edéme Hémorragie
Contréle non diabétique - 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,002 0,00+0,00? 0,00+0,00?
Contréle diabétique - 2,83+0,37° 1,00+0,58° 1,17+0,37° 0,83+£0,9° 1,67+1,11°
Standard Metformine 250 0,330,472 0,00+0,00? 0,00+0,002 0,330,472 0,00+0,00?
SAAQ 250 0,00+0,00? 0,00+0,00? 0,00+0,002 0,330,472 0,00+0,00?
SAAC 250 1,17+0,37°¢ 1,17+0,37° 0,5+0,50° 0,00+0,00? 1,00+0,00°
SAME 250 1,17+0,37°¢ 1,17+0,37° 0,330,472 0,00+0,00? 1,00+0,00°

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test de

Tukey.
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Figure 71 : Représentations graphiques des lésions recherchées au cours de la neuro-

dégenérescence liée au diabete.
TDN : Témoin non diabétique, TD: Témoin diabétique, Métfo: Metformine, SAAQ: Extrait
aqueux, SAAC: Extrait acétonique, SAME: Extrait méthanolique

Par ailleurs, les lésions histopathologiques enregistrées chez le groupe contrdle diabétique sont

principalement de type dégénerescence neuronale caractérisée par des cellules ballonnets a

noyaux pycnotiques avec une dégenérescence vacuolaire localisée entrainant une kystisation a
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contenu éosinophile ainsi qu'une persistance et une accentuation de la fibrillation (gliose)
(Tableau 32, figure 72).

Figure 72: Micrographies du cortex cérébral, coupes histologiques colorées par
1’Hématoxyline / Eosine.

(A): Temoin non diabétique x20, (B): Témoin diabétique x20, (C): Metformine 250 mg/kg
x20, (D): SAAQ 250mg/kg x20, (E): SAAC 250 mg/kg x10, (F): SAME 250 mg/kg x40. K:
Kystisation des neurones, G: Gliose, B: Ballonisation des neurones
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La coloration des coupes histologiques par le violet de crésyl a permis de mettre en évidence la
proportion de neurones viables dans le cortex cérébral des groupes mis en expérimentation. Une
proportion importante de neurones viable a été signalée chez les groupe contrle non
diabétique, metformine et SAAQ (Figure 73 (A), (C),(D)), et a moindre mesure chez les
groupes SAAC et SAME, comparativement au contrdle diabétique non traité (Figure 73 (B),

(E), (F)).

Figure 73 : Micrographies du cortex cérébral, coupes histologiques colorées par le violet de
crésyl.

(A): Témoin non diabétique x40, (B): Témoin diabétique x40, (C): Metformine 250 mg/kg
x40, (D): SAAQ 250mg/kg x40, (E): SAAC 250 mg/kg x40, (F): SAME 250 mg/kg x40.
Fléches rouges: Neurones viables.

3.5.2. Immunohistochimie

Les résultats obtenus pour I’'immunohistochimie du cortex cérébral des rats pour ’anticorps
HSP70 sont présentés sous forme de moyennes arithmétiques + les écart-types des scores de
I’intensité de coloration par ’'HSP70 (Tableau 33). Les résultats sont également présentés sous

forme de graphe et de microphotographies (Figures 74 et 75).
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Tableau 33 : Intensité d’expression de la HSP70 suite a I’immunohistochimie du cortex
cérébral chez les différents groupes mis en expérimentation

Témoinnon  Témoin  Metformine SAAQ SAAC SAME
diabétique diabétigue 250 mg/kg 250 mg/kg 250 mg/kg 250 mg/kg
Intensité
d’expression 0+0? 3+0° 1#0,57° 0,660,472 2,33+0,47°  2,66+0,47°
de la HSP70

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n=6). Les chiffres avec des lettres
identiques montrent une différence non-significative apres analyse ANOVA suivie par le test de
Tukey.

3.5 1

1.5 A

Intensité de la coloration par I'HSP70

0.5 -1

Témoin non Témoin diabétique Métformine 250 SAAQ 250 mg/kg SAAC 250 mg/kg SAME 250 mg/kg
diabétique mg/kg

Figure 74 : Intensité d’expression de la HSP70 au niveau du cortex cérébral pour les
différents groupes mis en expérimentation

Tous les groupes hormis le groupe contrdle non diabétique ont enregistré une positivité, cette
derniere différe d’un groupe a un autre selon I'intensité et 1’étendue de la coloration par
I’HSP70. En effet les groupes contrdle diabétique et ceux traités par les extraits acétonique et
méthanolique de S.argel ont révélé une forte intensité de la coloration par I’'HSP70 visible avec
un objectif de faible puissance et impliquant plus de 50 % des cellules, comparativement au
groupe contrdle non diabétique (p<0,0001) (Tableau 33, Figure 75 (B), (E), (F)).
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Par ailleurs, le groupe standard metformine et celui traité par 1’extrait aqueux de S.argel ont
exprimé une faible intensité de la coloration par ’HSP70 sous forme de foyers modérés dans
moins de 50 % des cellules, avec une différence peu significative pour la metformine (p=0,007)
et non significative pour I’extrait aqueux de S. argel (p=0,13) comparativement au témoin non
diabétique (Tableau 33, Figure 75 (C), (D)).

Figure 75 : Micrographies du cortex cérébral, coupes histologiques colorées par I"’HSP70.

(A): Témoin non diabétique x20, (B): Témoin diabétique x40, (C): Metformine 250 mg/kg
x10, (D): SAAQ 250mg/kg x10, (E): SAAC 250 mg/kg x40, (F): SAME 250 mg/kg x40.
Fléche noire : Positivité.
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Le diabéte sucré est un des troubles métaboliques les plus connus, caractérisé par une
hyperglycémie chronique et des troubles du métabolisme des glucides, des graisses et des
protéines associées a un déficit absolu ou relatif de la sécrétion et/ou de l'action de I'insuline
(Elkotby et al., 2017).

Le diabete induit par l'alloxane est I'un des modeéles largement utilisés pour induire le diabéte
sucré de type | chez les animaux de laboratoire. L'alloxane s'est révélé sélectivement toxique
pour les cellules p pancréatiques en s’accumulant sous forme d'analogue du glucose, provoquant
ainsi une réduction massive des cellules des Tlots de Langerhans et induisant, par conséquent, une
hyperglycémie. De plus, l'action cytotoxique de I'alloxane est principalement médiée par la

génération d'especes réactives de I'oxygene (Ankur and Shahjad, 2012).

La présente étude a permis de mettre en évidence un effet hypoglycémique significatif des
extraits acétonique, méthanolique et aqueux des feuilles de S. argel a la dose de 250 mg/kg. Cet
effet hypoglycémique enregistré est similaire a celui du standard metformine a la dose de 250
mg/kg. Les extraits de S. argel pourraient agir en augmentant la production d'insuline a partir des
cellules B des Tlots de Langerhans restantes ou en activant la réponse de l'insuline plasmatique
chez les rats diabétiques induits par I'alloxane (Pramod et al., 2016).

Le diabéte induit par 1’alloxane entraine une altération du métabolisme lipidique caractérisée par
une élévation des taux de cholestérol total et de triglycérides (Nawale et al., 2017 ; Amraie et
al., 2015). L'hypertriglyceridémie observée chez les rats diabétiques induits par I'alloxane peut
étre due a une augmentation de l'absorption et de la formation de triglycérides ou a une
diminution de leur utilisation dans les tissus périphériques, alors que I'nypercholestérolémie peut
étre attribuée a une augmentation des voies enzymatiques altérées pour le métabolisme du
cholestérol ou a une augmentation de I'absorption du cholestérol alimentaire (Nawale et al.,
2017).

Les résultats de cette étude montrent une diminution significative des taux sériques de
cholestérol total (CT) et de triglycérides (TG) chez les rats diabétiques traités respectivement par

les extraits acétonique, méthanolique et aqueux a la dose de 250 mg/kg, comparativement aux
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rats diabétiques non traités. Les extraits de S. argel pourraient agir en abaissant les taux de TG et
de CT en augmentant l'activit¢ de I'enzyme lipase et [l'utilisation du cholestérol et des
triglycérides dans les tissus périphériques.

Par ailleurs, le foie joue un réle important dans le maintien de I'homéostasie de la glycémie, en
équilibrant l'absorption, le stockage et la production de glucose via la glycogenese, la
glycogenolyse et la gluconéogenese (Ji-Li Fang et al., 2020). L'administration d'alloxane
entraine une augmentation considérable des biomarqueurs de la fonction hépatique tels que la
PAL, I'ALT et ’AST (Udayakumar et al., 2009).

Les résultats de la présente étude montrent une élévation des taux sériques des enzymes ALT et
AST chez les rats diabétiques non traités comparativement aux groupe contrble négatif et ceux
traités par les extraits de S. argel, chez lesquels des taux normaux des ces enzymes ont été
enregistrés. En effet, I'augmentation des niveaux des enzymes hépatiques ALT et AST peut étre
due a une fuite du cytosol vers la circulation sanguine ; une fuite augmentée par des lésions

hépatiques causées par le diabéete (Amraie et al., 2015).

Le rein est I’organe responsable du maintien d’une composition chimique optimale des fluides
corporels par acidification de l'urine et élimination des déchets métaboliques tels que l'urée,
I'acide urique, la créatinine et les ions. Lors des maladies rénales, la concentration de ces
métabolites augmente dans le sang (Virdi et al., 2003). Au cours de cette étude, une
augmentation du taux d’urée a ¢été enregistrée chez les groupes controle diabétique et
metformine, alors qu’une élévation du niveau sérique de créatinine a été déterminée chez le
groupe contrdle diabétique comparativement aux autres groupes. L’augmentation de ces
parameétres pourrait étre la conséquence de dommages tissulaires par peroxydation lipidique au

niveau rénal suite a I’induction du diabéte par 1’alloxane (Amraie et al., 2015).

Les résultats de 1’é¢tude anatomopathologique des tissus hépatiques et rénaux corroborent les
données biochimiques dans la mesure ou les lésions prédominantes ont été enregistrées chez le
groupe contr6le diabétique non traité comparativement aux autres groupes traités chez lesquels

les Iésions retrouvées sont non significatives.

187



Parmi les complications rencontrées au cours du diabéte sucré, I’atteinte neurologique fait partie
des problemes fréquents, entrainant des troubles du comportement, une degradation des
fonctions cognitives ainsi que des troubles vasculaires au niveau du cerveau (Ali Sangi et al.,
2019). Au cours de cette étude, des lésions de degénérescence neuronale et d’apoptose ont été
rapportées au niveau du cortex cerébral des rats traités par les extraits SAAC et SAME ainsi que
chez le contrdle diabétique. Ces I€sions pourraient étre la conséquence d’une réaction oxydative
engendrée par ’augmentation du taux de glucose serique.

En effet ’hyperglycémie entraine une augmentation de la production des radicaux libres par
I’activation d’une voie de signalisation impliquant le diacylglycérol (DAG), la protéine kinase C
(PKC) et la NADPH-oxydase (Volpe et al., 2018). De plus, les niveaux élevés de glucose
sérique génerent la formation de produits finaux de la glycation avancée (AGE), ces derniers ont
un effet toxique sur les neurones. En effet, ils induisent des dommages oxydatifs en se liant aux
radicaux libres, provocant ainsi des lésions neuronales (Umegaki, 2012). Le systeme nerveux
¢tant particulierement sensible au stress oxydatif, ce dernier est a 1’origine des processus de
dégénérescence neuronale observés au court du diabéte (Yuan and Yankner, 2000 ; Ali Sangi
et al., Jalaud, 2019).

Par ailleurs, plusieurs études sur le diabéte ont permis de révéler des signes d’apoptose au niveau
des neurones activés par le stress oxydatif induit par I'nyperglycémie (Edwards et al., 2008;
Mohamed et al., 2014) et les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, les chimiokines,
l'interleukine (IL)-1pB, I'IL-6, I'IL-8, I'IL-18) (Volpe et al., 2018). Le médiateur inflammatoire
HMGB-1 est également impliqué dans le processus d’apoptose en activant le récepteur des AGE
et le TLR4, entrainant ainsi I'activation de NF-kB qui conduit a une régulation a la hausse des

cytokines pro-inflammatoires (Volpe et al., 2018).

L’extrait SAAQ a entrainé un effet neuroprotecteur trés significatif, qui pourrait étre dd a une
régulation a la baisse du stress oxydatif par inhibition de la production de radicaux libres et
d’AGE. Le standard metformine a également enregistré un bon effet neuroprotecteur, ce résultat
corrobore ceux obtenus par des études antérieures. La metformine préviendrait les dommages
cérébraux en réduisant la charge oxydative des neurones par minimisation de 1’utilisation du
NADH en agissant sur la réduction de la phosphorylation oxydative via l'inhibition du complexe
| dans les mitochondries et la gluconéogenese (Rotermund et al., 2018; Li et al., 2022).
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La Protéine chaperonne HSP-70, aussi connue sous le nom de protéine de choc thermique 70
(Guven et al., 2009) est retrouvée dans le réticulum endoplasmique, les mitochondries, le
cytosol et le milieu extracellulaire et elle s’exprime en réponse a un stress thermique, un stress
oxydatif, un stress métabolique ou un stress ischémique (Emery and Dobrowsky, 2016). Suite a
un stress cellulaire, une translocation de la HSP70 intracellulaire (iHSP70) hors de la cellule se
produit et devient HSP70 extracellulaire (eHSP70) via divers mécanismes (Mulyani et al.,
2020). Ainsi, la modulation des pools intra et extracellulaire de la HSP70 reste un aspect
important dans la mesure ou ¢a peut affecter la progression d’une pathologie (Emery and

Dobrowsky, 2016).

Dans la présente étude, la technique d’immunohistochimie par 1’anticorps anti-HSP70 a été
réalisée afin de mettre en évidence le retentissement du diabéte sur le cerveau des rats traités,
respectivement, par les extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel. Les groupes
contréle diabétique, SAAC et SAME ont exprimé une immunoréactivité trés significative de
I’HSP70 proportionnelle aux 1ésions relevées lors de I’examen histopathologique.de ces derniers.
La forte immunoréactivité exprimée par ces groupes pour ’HSP70 pourrait €tre di a la présence

en grande quantité de I’eHSP70 au niveau du cortex cérébral.

En effet, plusieurs études antérieures ont prouvé qu’une diminution de I’expression de I’'iHSP70
et une augmentation de l’expression de I’eHSP70 sont observées au cours des troubles
métaboliques, notamment le diabete (Kurucz et al., 2002; Bruce et al., 2003; Emery and
Dobrowsky, 2016; Mulyani et al., 2020). Par ailleurs, les groupes extrait aqueux et metformine
ont exprimé une faible expression de la HSP70. Cette faible expression pourrait étre di a la
présence de ’eHSP70 en faible quantité dans le cortex cérébral des rats traités, respectivement,

avec I’extrait aqueux et la metformine.

Cette faible immunoréactivité semble étre proportionnelle aux quelques foyers d’cedéme relevés
lors de I’examen histopathologique du cortex cérébral de ces groupes. En effet, les effets de
I'eHsp70 sont généralement immunostimulants, pro-inflammatoires et favorisent le stress
oxydatif contrairement a ceux de I’iHSP70 (Krause et al., 2015). L’eHSP70 joue un réle de
ligand pour les récepteurs TLR2 et TLR4 ce qui entraine l'activation des voies MyD88 et TIRAP
conduisant a une régulation négative du NF-kB via IRAK4, TRAF6 et IKK et l'activation du
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JNK via MEKK 4/7, ce qui déclenche la réaction inflammatoire (Mulyani et al., 2020). Les
signaux de I’eHSP70 stimulent également une multitude de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p,
IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a) et la production de NO (Emery and Dobrowsky, 2016).

Dans la présente étude, les résultats de I’'immunohistochimie par I’anticorps anti-HSP70
corroborent ceux obtenus a I’examen histopathologique et permettent de confirmer que parmi les

trois extraits testés, seul I’extrait aqueux de S. argel possede un pouvoir neuroprotecteur.

L’effet antidiabétique des extraits acétonique, méthanolique et aqueux des feuilles de S. argel
peut étre le résultat de 1’action synergique des composants majoritaires en commun de ces
extraits.

Les flavonoides présents en grande majorité dans ces trois extraits peuvent étre a 1’origine des
effets hypoglycémiant et hypolipémiant observés. En effet, I'action des flavonoides sur le diabete
a été étudiée en détail dans le processus global du métabolisme des glucides, ainsi que leurs réles

dans le réseau de signalisation complexe de I'action de l'insuline (Chen et al., 2015).

La quercetine présente dans la composition des trois extraits pourrait participer aux effets
hypoglycémiant et hypolipémiant enregistrés, elle agirait en protégeant les cellules B contre les
dommages ; en promouvant la synthese du glycogéne (Chen et al., 2015 ; Vessal et al., 2003) en
inhibant I'a-glucosidase (Chen et al., 2015 ; Li et al., 2009) et en réduisant la lipoperoxydation
(AL-Ishaq et al., 2019).

Le kaempferol également présent dans les trois extraits, possede plusieurs effets antidiabétiques,
tels que I'amélioration de I'expression et l'activation des protéines cellulaires activées par I'AMP,
la réduction de I'apoptose cellulaire en supprimant les activités de la caspase 3 et I'augmentation
de la production et de la sécrétion d'insuline par les cellules B (AL-Ishaq et al., 2019). De plus,
le kaempferol améliore I'absorption cellulaire du glucose par les voies des protéines kinases C et
PI3K, et la synthése de nouveaux transporteurs de glucose (AL-Ishaq et al., 2019 ; Zanatta et
al., 2008).

La rutine un des plus important flavonoide composant les extraits SAAC, SAME et SAAQ
présente lui aussi des effets antidiabétiques comprenant la réduction de I'absorption des glucides

par l'intestin gréle par inhibition de 1’a-glucosidase et 1’ a-amylase, I'amélioration de I'absorption
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du glucose par les tissus, la suppression de la gluconéogenese tissulaire, I'activation de la
sécretion d'insuline par les cellules et la protection des Tlots de Langerhans des changements
dégénératifs (AL-Ishaq et al., 2019 ; Ghorbani, 2017). La rutine possede non seulement une
activité antidiabétique mais également un effet hypolipidémique. En effet, la rutine a un effet
bénéfique sur les lipides, les lipoprotéines, les enzymes métabolisant les lipides et les

glycoprotéines (Mainzen Prince and kannan, 2006).

Par ailleurs, le Kaempferol-3-O-rutinoside composant majoritaire des trois extraits, objet de
I’étude, possede un puissant effet antidiabétique. En effet, 1’étude réalisée par Habtemariam
(2011) a montré que le Kaempferol-3-O-rutinoside est un puissant inhibiteur de 1'a-glucosidase
in vitro. De plus, le Kaempferol-3-O-rutinoside a présenté un effet synergique avec les
flavonoides aglycones le kaempferol et la quercétine (Habtemariam, 2011). L’existence du
kaempferol et de la quercetine et la présence du Kaempferol-3-O-rutinoside dans les trois extraits

étudiés pourraient corroborer les résultats obtenus par Habtemariam (Habtemariam, 2011).

Enfin, les saponines présentes dans la composition des trois extraits étudiés peuvent également
participer a P’action antidiabétique observée. En effet, les saponines sont connues pour étre
actives contre le diabéte (Smith and Adanlawo, 2012). Le mécanisme antidiabétique de ces
saponines consisterait en une diminution de la glycémie et une augmentation des taux d'insuline
plasmatique (Altinterim, 2012). Les saponines exerceraient leur action hypoglycémique en
régénérant 1’action de l'insuline et en modifiant sa signalisation, en libérant I'insuline des cellules
B, en inhibant l'activité du disaccharide, en activant la synthése du glycogene et en inhibant la
gluconéogenese, l'activité de l'a-glucosidase et I'expression de I'ARNm de la glycogene

phosphorylase et de la glucose 6-phosphatase (EI Barky et al., 2017).

L'évaluation des activités antidiabétiqgue et neuroprotectrice des extraits acétonique,
méthanolique et aqueux des feuilles de S. argel a permis de mettre en évidence l'effet

hypoglycémiant de ces derniers ainsi que I'effet neuroprotecteur de I'extrait aqueux.
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Cas | : Dermatite scrotale a Malassezia pachydermatis
chez un Labrador Retriever

1. Introduction

Le genre Malassezia est composé d'un
groupe de levures lipophiles saprophytes
de la peau et pathogénes cutanes
opportunistes d'une variété de mammiferes
et doiseaux. Ces levures deviennent
pathogeénes lorsque 1’équilibre entre leur
multiplication et leur élimination est
rompu a la faveur de certains facteurs
favorisants, notamment, la baisse des
défenses immunitaires, la présence de plis
cutanés marques, des états
kératoséborrhéiques et une humidité
excessive (Velegraki, 2015 ; Hobi et al.,
2022).

2. Présentation du cas

Filou un chien Labrador Retriever entier
agé de 6 ans, sans antécédents
pathologiques, est présenté en consultation
pour un prurit en région scrotale, apparu
progressivement trois jours avant. Le chien
vit en compagnie d’un caniche et d’un chat
dans une maison avec accés libre sur un
jardin. Il recoit une alimentation a base de
poulet, de riz et de légumes. Filou est

correctement vacciné et vermifugé.

3. Examen clinique

L’examen clinique général n’a révélé
aucune anomalie. Par ailleurs, 1’examen
cutané a permis de mettre en évidence la
présence dun  érythéme et d’une
hyperpigmentation cutanee avec
lichénification au niveau de la région

scrotale (Figure 76).

Figure 76 : Erythéme, hyperpigmentation
et lichénification du scrotum

4. Examens complémentaires

Afin de mettre en évidence 1’agent
pathogene en cause, des grattages cutanés
ont été réalisés au niveau de la zone lésée,
en vu d’étudier [’hypothése d’une
dermatite parasitaire. L’examen direct au
microscope optique, aprés coloration des
prélevements au bleu de lactophénol a

révélé la présence de nombreuses levures
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de formes sphérique ou ovale avec parfois
des bourgeonnements unipolaires par
champs et I’absence de filaments vrais ou
de pseudo-filaments (Figure 77). La
culture de la levure a été réalisée sur un
milieu sabouraud additionné de glucose

aprés une période d’incubation de sept

jours a 30°C. les colonies obtenues sont de
couleur blanchatre, mates et plus ou moins
lisses. Plusieurs colonies non-adhérentes a
la gélose ont été mises en évidence. Tous

ces €éléments sont caractéristiques de la

levure Malassezia pachydermatis (Figure
77).

Figure 77 : Microphotographies des levures Malassezia pachydermatis a partir des
prélevements cutanés réalisés au niveau du scrotum.

A: x4; B: x10; C: x10; D: x10. Fleches rouges: début de bourgeonnement.

V. Traitement

Une antibiothérapie prophylactique a base
de céfalexine a été instaurée a raison de 25
mg/kg deux fois par jour pendant 7 jours.

Un traitement topique adapté a la dermatite
a Malassezia a été mise en place sous
forme de creme a base de kétoconazole a
raison d’une application tous les deux

jours, apres avoir assuré une hygiene

cutanée attentive de la zone atteinte. Une
désinfection du lieu de couchage du chien
a été également effectuée.

Dix jours plus tard, une amélioration de
I’état de la peau scrotale a été¢ observée
avec une nette régression de
I’hyperpigmentation et de la

lichénification. Cependant, une importante
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plaie ulcérée a fait son apparition sur
presque la totalité du scrotum, ce qui a

conduit a P’arrét immédiat du traitement

local en cours (Figure 78).

Figure 78 : Plaie ulcérée au niveau du

scrotum

Face a cette situation  critique,
I’instauration d’un traitement topique
alternatif sous forme de creme a base de
I’huile essentielle de S. argel a 1%, a été
entrepris a raison d’une application par
jour. Une nette amélioration fut constatée
des la premiéere application, avec obtention
d’une cicatrisation  spectaculaire  en
seulement 6 jours de traitement.
L’évolution dans le temps de la surface de

la plaie est représentée dans la Figure 79.

Figure 79 : Photos représentatives de 1’évolution dans le temps du processus de cicatrisation
de la plaie ulcérée traitée par la creme SAHE 1%.

A:J0, B:J2, C:J3, D: J4, E: J6.

6. Conclusion

L’utilisation de la créme a base de I’huile essentielle de S. argel, dans le présent cas, a permis

une cicatrisation rapide et complete de la plaie ainsi que la disparition de I’hyperpigmentation

induite par Malassezia pachydermatis.
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Cas Il : Efficacité de la creme a base de I’huile
essentielle de Solenostemma argel sur une bralure de
troisieme degreé chez un chat

1. Introduction

Les bralures sont des lésions douloureuses
pouvant entrainer des dommages partiels
ou complets a la peau, leur gravité dépend
de la profondeur et de la taille de la surface
corporelle affectée (Lukan & Erjavec,
2022). Les brQlures peuvent avoir
différentes origines parmi lesquelles une
exposition & la chaleur (brQlures
thermiques), a I'électricité, a des produits
chimiques ou a des radiations (Frantz,
2011). Les causes courantes de brilures
chez les animaux de compagnie sont les
accidents domestiques mais il existe
également de nombreux rapports sur
l'utilisation de bistouris et de coussins
chauffants électriques pendant la chirurgie
(Tello, 2011).

I1. Présentation du cas

Il s’agit du cas d’un chat siamois adulte,
abandonné pour cause d’une brilure sévere
au niveau de la patte postérieure gauche. Il
a eté recupéré et hospitalisé au niveau de la
clinique vétérinaire du jardin d’essai d’El
Hamma. Ses antécédents pathologiques et

son profil vaccinal ne sont pas connus vu

ses conditions d’abandon.

3. Examen clinique

L’examen général a révélé un état
cachectique de I’animal, une absence de
déshydratation et des  constantes
physiologiques normales. L’examen cutané
a permis de mettre en évidence une brdlure
locale au niveau de I’extrémité de la patte
postérieure gauche (<20% de la surface
corporelle) trés profonde (brQlure au
troisieme degré) avec une perte de
substance impliquant I'épiderme, toutes les
couches du derme, les tissus sous-cutanés,

les muscles et les os (Figure 80).

Figure 80 : Bralure au troisieme degré

4. Examens complémentaires

Aucun examen complémentaire n’a été

effectué.
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5. Traitement

Le chat a été hospitalise et mis sous
antibiothérapie de couverture a base de
céfalexine a raison de 25 mg/kg deux fois
par jours pendant 10 jours. Un traitement
local a été instauré par 1’équipe vétérinaire
du zoo du jardin d’essai sous forme d’une
asepsie quotidienne par un antiseptique
type Dakin ainsi que I’application d’une
émulsion protectrice a base de Trolamine
(Biafine®). La brQlure a été par la suite
recouverte par un pansement vaseliné
stérile (tulle gras) et un bandage. Ce
traitement local a été maintenu pendant
une période de 15 jours sans amélioration
notoire. Suite a cela, un traitement
alternatif a base de la créme a 1% d’huile
essentielle de S.argel a été appliqué
quotidiennement pendant une période de
10 jours (Figure 81).

Figure 81 : Traitement de la brilure par la
creme SAHE 1%

Les résultats obtenus sont tres satisfaisants
dans la mesure ou la créme & base de
S.argel a permis une régénération tissulaire
importante, recouvrant ainsi les phalanges
mises a nu et une repousse des poils.
L’¢évolution dans le temps du processus de
cicatrisation de la brQlure est représentée

dans la figure 82.
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Figure 82 : Photos représentatives de 1’évolution dans le temps du processus de cicatrisation
de la brdlure traitée par la creme SAHE 1%. A: JO, B: J2, C: J4, D: J6, E: J8.

6. Conclusion

Les brhlures ne représentent pas les cas les plus fréquents en consultations vétérinaires,
cependant, lorsqu’elles existent il est primordial de trouver la meilleure solution thérapeutique
afin d’obtenir une bonne cicatrisation dans les meilleurs délais. L’utilisation de la créme a
base de I’huile essentielle de S.argel pourrait présenter une solution efficace dans le
traitement des bralures chez les animaux.
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Cas |11 : Efficacité de la creme a base de I’huile essentielle
de Solenostemma argel sur des escarres chez un berger
allemand atteint de dysplasie bilatérale des hanches

1. Introduction

Une escarre est une lésion ischémique
induite par une compression localisée et
prolongeée, qui peut étre associée ou non a
un cisaillement. La majorité des escarres se
développent en regard de proéminences
0sseuses, au niveau de la peau et des tissus
sous-jacents (Nayak et al., 2008). En
cliniqgue, on distingue deux types
d’escarres, les escarres superficielles (stade
1 ou 2) et les escarres profondes (stade 3 ou
4) (NPUAP, 1998). Dans tous les cas, les
escarres représentent une complication

dangereuse, la prévention est donc de mise.

2. Présentation du cas

Rex est un berger allemand entier 4gé de 10
ans, atteint d’une dysplasie bilatérale des
hanches avec mobilité réduite. Il a été
présenté en consultation suite a I’apparition
de deux plaies sur le dos. Le chien vit en
compagnie de deux autres chiens dans un
jardin. Il recoit une alimentation

principalement a base de croquettes pour

chien adulte. Rex est correctement vacciné

et vermifugeé.

3. Examen clinique

L’examen clinique général a révélé un état
cachectique avec une fonte musculaire
considérable au niveau du dos et du train
postérieur. Rex présente, également, des
difficultés a se déplacer et a se tenir en
équilibre en position debout. Deux escarres
de décubitus de stade 4 ont été mises en
évidence de part et d’autre de la colonne
vertébrale au niveau lombaire avec perte
complete de 1’épaisseur de la peau et une
destruction importante des tissus adipeux et
musculaire sous-jacents entrainant une mise
a nu de I’os (Figure 83). Ces escarres ont
été occasionnées par un appui prolongé du
chien en décubitus latéral sur le mur de sa
niche. Par ailleurs, les constantes
physiologiques de I’animal étaient

normales.
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Figure 83 : Escarres de décubitus chez le chien Rex.

IVV. Examens complémentaires

Une radio du bassin a été réalisée afin de
déterminer le stade d’évolution de la
dysplasie bilatérale des hanches (Figure
84).

Figure 84 : Radiographie du bassin du
chien Rex (Fléches blanches:
Ostéophytes).

L’examen radiologique a révélé une
dysplasie fémorale sévére de stade E
caractérisée par un angle de Norberg-
Olsson inférieur & 90°, une subluxation
importante, une altération du cartilage au
niveau des tétes fémorales et la présence de
nombreux osthéophytes (Figure 84).

V. Traitement

Rex a été mis sous antibiothérapie de
couverture a base de céfalexine a raison de
25 mg/kg deux fois par jour pendant 8 jours
afin d’éviter les risques de complications
infectieuses. Localement, les escarres ont
été débridées afin d’enlever les poils et les
tissus  nécrosés puis  nettoyées et
désinfectées a I’aide de la polyvidone iodée.
Par la suite, les escarres ont été traitées
quotidiennement par la creme a base de 1%
d’huile essentielle de S.argel. Une

cicatrisation compléte et rapide a été obtenue au
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bout de 7jours d’application (Figure 85).

A

Figure 85 : Cicatrisation compléte des escarres de Rex avec repousse des poils.

V1. Conclusion

Les escarres sont fréeguemment rencontrées chez les animaux a mobilité réduite, gravement
malades ou trés agés. Leur prise en charge a temps est primordiale au risque de répercussions
graves sur I’état de santé de I’animal avec engagement du pronostic vital. Grace a ses effets anti-
infectieux, cicatrisant, anti-inflammatoire et antioxydant, la creme SAHE 1% a permis une

régénération tissulaire compléte et rapide évitant ainsi I’installation de complications.
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Cas IV : Efficacité de la créme a base d’huile essentielle
de Solenostemma argel sur la cicatrisation d’un
membre amputé chez une tortue terrestre

1. Introduction

L'amputation d'un membre est une thérapie
drastique et doit étre considérée comme un
dernier recours dans le traitement des
blessures aux membres. Toutes les autres
options de traitement doivent étre
envisagées avant de prendre la décision
d'amputer (St. Jean, 1996).

Il existe différentes causes pour
I'amputation d'un membre, notamment, les
Iésions traumatiques des tissus mous
(accident de la route, chute ou bagarre avec
un autre animal), les fractures et les Iésions

nerveuses (St. Jean, 1996).

2. Présentation du cas

Il s’agit du cas d’une tortue terrestre
retrouvée au niveau du jardin d’essai et
présentée en consultation au niveau de la
cliniqgue vétérinaire du zoo pour un
traumatisme au niveau de la patte arriere
droite causé par une maltraitance. La tortue
a été hospitalisée pour recevoir les soins

nécessaires.

3. Examen clinique

L’examen clinique a révélé la présence
d’une fracture ouverte au niveau du tibia et
du péroné de la patte postérieure droite.
Une nécrose a été mise en évidence sur une
large étendue de la méme patte. Par
ailleurs, I’état général de la tortue était

conserve.

4. Examens complémentaires

Aucun examen complémentaire n’a été

réalisé

5. Traitement

La présence de tissus nécrosés de part et
d’autre de la blessure sur une grande partie
de la patte ainsi que la gravité de la
fracture ouverte ont conduit 1’équipe
vétérinaire du zoo du jardin d’essai a
I’établissement d’un traitement chirurgical
reposant sur [’amputation de la patte
postérieure  droite  au niveau de

I’articulation coxo-fémorale (Figure 86).

201



Figure 86 : Amputation du membre au
niveau de I’articulation coxo-fémorale.

La tortue a été, par la suite, mise sous
antibiothérapie de couverture a base de
ceftiofur a raison de 2,2 mg/kg/24h
pendant 10 jours. Elle a également regu un
traitement anti-inflammatoire a base de
meloxicam a la dose de 0,2 mg/kg/24h
pendant trois jours. Un traitement local a
été également instauré sous forme d’une
asepsie quotidienne par la polyvidone
iodée suivi de I’application d’un topique a
base de trolamine (Biafine®). La plaie a été
par la suite recouverte par du tulle gras et
un bandage. Ce traitement local a été
maintenu pendant une période de deux
mois sans amélioration constatée. Suite a

cet échec de cicatrisation, un traitement

alternatif a base de la créme a 1% d’huile
essentielle de S. argel a été appliqué
quotidiennement pendant une période de
10 jours (Figure 85).

Figure 87 : Application de la creme SAHE
1% sur la plaie de la tortue

La creme SAHE 1% a entrainé une

régénération tissulaire remarquable
aboutissant au comblement du vide laissé
par D’amputation a [intérieur de Ia
carapace (Figure 87). L’évolution dans le
temps du processus de cicatrisation est

représentée  dans la  Figure  88.

202



Figure 88 : Evolution dans le temps du processus de cicatrisation du moignon du membre
amputé.
A:J0, B:J2,C: J4,D: J6, E: J8, F: J10.

6. Conclusion

Les amputations sont des pratiques assez courantes en médecine vétérinaire, de ce fait,
I’utilisation d’un bon produit cicatrisant comme la créeme SAHE 1% limiterait le risque de
complications post-opératoire en favorisant une cicatrisation rapide et efficace sans étre pour

autant toxique.
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Cas V : Efficacité de la créme a base de I’huile essentielle
de Solenostemma argel sur une plaie d’automutilation chez
un loup doré d’Afrique

1. Introduction

Les comportements anormaux chez les
animaux en captivité sont généralement
définis comme des comportements
atypiques pour l'espéce et sont considérés
comme des indicateurs du manque de bien-
étre (Jacobson et al., 2016).

L’automutilation chez les animaux
maintenus en captivité peut étre déclenchée
par plusieurs facteurs de stress spécifiques
au confinement tels que les mouvements
restreints, l'espace de retraite réduit, la
proximité forcée avec les humains, les
opportunités d'alimentation réduites, le
maintien dans des groupes sociaux
anormaux et  dautres  restrictions
d'opportunités  comportementales  sont
prises en compte (Morgan et Tromborg,

2007).

2. Présentation du cas

Il s’agit du cas d’un loup doré d’Afrique
adulte, capturé dans la forét puis délivré au
700 du jardin d’essai. Le loup a été placé
en quarantaine pendant une période de 15
jours afin d’éliminer tous les risques de
contamination au moment de sa mise en

cage avec ses congéneres. Durant cette

période de quarantaine, le loup a présenté
des signes d’automutilation au niveau de la
queue, qui seraient la conséquence du
stress lié au changement d’environnement
et au passage de I’état libre a I’état de

captivite.
3. Examen clinique

L’examen clinique a révélé un bon état
général de I’animal avec des constantes
physiologiques normales. Par ailleurs, des
signes d’automutilation de la queue ont été
mis en évidence avec installation d’une
nécrose a l’extrémité postérieure de la
queue et mise a nu des terminaisons

nerveuses (Fléche rouge) (Figure 89).

Figure 89 : Automutilation de la queue
chez un loup doré¢ d’Afrique
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4. Examens complémentaires

Aucun examen complémentaire n’a été

effectué.

5. Traitement

Face a ce cas d’automutilation, 1I’équipe
vétérinaire du zoo du jardin d’essai a opté
pour la résection de 1’extrémité postérieure
nécrosee de la queue ainsi que les
terminaisons nerveuses mises a nu. Le loup
a recu par la suite une couverture
antibiotique a base de Ceftiofur a raison de
2,2 mg/kg/24h pendant 8 jours suivi de la

Ciprofloxacine a la posologie de 5 mg/kg

deux fois par jour pendant 8 jours. Il a
également recu un traitement anti-
inflammatoire & base de Meloxicam a la
dose de 0,2 mg/kg/24h pendant trois jours.
Comme traitement local, la creme a base
de T’huile essentielle de Solenostemma
argel (SAHE 1%) a été appliquée
quotidiennement pendant 4 jours. La creme
SAHE 1% a entrainé une cicatrisation
complete de la queue avec repousse des
poils en un temps record de 4 jours
(Figure 90).

Figure 90 : Queue du loup doré d’Afrique aprés traitement par la creme SAHE 1%

6. Conclusion

L’automutilation est un phénoméne
souvent rencontré en médecine vétérinaire

surtout parmi les animaux sauvages tenus

en captivité dans les zoos. La creme a base
de I’huile essentielle de de S.argel a permis

une guérison rapide de la zone automutilée.
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Cas VI : Efficacité de la creme a base d’huile essentielle de
Solenostemma argel sur des plaies cutanées chez un couple
de faisans

1. Introduction

La reproduction des oiseaux est un
processus intéressant qui  comporte
plusieurs phases, telles que la parade
nuptiale, la copulation, la construction du
nid et ce jusqu'a I'éclosion des ceufs. Au
cours de la parade nuptiale, des combats
entre males ainsi que des poursuites entre

male et femelle sont souvent a I’origine de

blessures chez les oiseaux [8].

2. Présentation du cas

Il s’agit du cas d’un couple de faisans du

zoo du jardin d’essai d’El Hamma,

présentés en consultation pour des plaies
cutanées apparues au cours de la phase

nuptiale de la période de reproduction.

3. Examen clinique

L’examen clinique général est normal.
L’examen clinique cutané a mis en évidence
la présence d’une plaie cutanée assez
profonde au niveau de la téte du faisan male
suite a un combat spectaculaire entre males
dominant et dominé (Figure 91 (A)). La
femelle Faisan, quant a elle a présenté un

large érythéeme avec perte de plumes au

niveau de la téte et tout au long du cou
(Figure 91 (B)).

Figure 91 : Plaies cutanées chez un couple de faisan.
A : Faisan méle, B: Faisan femelle.
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) _ observées en seulement 3 jours de
4. Examens complémentaires

traitement (Figure 93 B).

Aucun examen complémentaire n’a été

effectué.

5. Traitement

Le couple de faisan a été traité localement
par la creme a 1% d’huile essentielle de

S. argel a raison d’une application par jour
(Figure 92).

Une cicatrisation complete de la plaie du

faisan male a été obtenue en 4 jours (Figure

93 A). Chez la femelle faisan, une
Figure 92 : Traitement des plaies par la

creme SAHE 1%

disparition totale de 1’érythéme avec une

repousse spectaculaire des plumes ont été

Figure 93 : Cicatrisation des plaies cutanées des faisans.
A: Faisan méle, B: Faisan femelle.
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6. Conclusion

Les plaies rencontrées suite a la parade nuptiale chez les oiseaux sont tres fréquentes en
consultations veétérinaires. L’utilisation de la créeme SAHE 1% a permis 1’obtention d’une

cicatrisation rapide et efficace avec repousse des plumes.
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CAS VII : Efficacité de la creme a base d’huile
essentielle de Solenostemma argel sur des plaies d’été
chez des chevaux

1. Introduction

Les plaies d’été aussi connues sous le nom
d’habronémoses  cutanées sont  des
helminthoses larvaires de la peau des
équidés, non contagieuses, dues a la
présence au niveau du tégument de larves
L3 d’un des trois parasites Habronema
microstoma, Habronema muscae ou
Habronema megastoma (Clarin, 2006).
Ces larves sont transmises par plusieurs
variétés de muscidés. L’habronémose
cutanée est une pathologie a caractere
récidivent (Figure 94). Elle évolue
pendant les saisons chaudes (printemps et
été). Elle est caractérisée par la présence de
plaies prurigineuses, rebelles a la
cicatrisation,

d’aspect  granuleux et

bourgeonnant (Bourdoiseau et Pin, 2018).

) Dépot des larves sur la Euts

bouche, la peau, les
plaies, les yeux.

#é

Mouche Larve
adulte g

Asticot

Figure 94 : Cycle évolutif de I’habronémose [9]

2. Présentation des cas

Il s’agit du cas de deux juments présentées
en consultation pour des plaies récidivantes
au niveau des membres. La premiere
jument nommée Nedjma est de race
« Persane », 4gée de 7 ans, ayant une robe
gris clair. La deuxiéme jument Elza est de
race croisée « Persan-barbe » de couleur
noire agée de 6 ans. Ces juments vivent

toutes les deux dans la méme écurie.

3. Examen clinique

L’examen clinique général n’a révéleé
aucune anomalie. Cependant, I’examen
clinigue cutané a permis de mettre en
évidence la présence d’habronémose
cutanée chez les deux juments a différentes
phases d’évolution. La premiére jument
Nedjma présentait une plaie d’été au stade
de debut, au niveau de la face interne du
boulet du membre antérieur gauche. Cette
plaie était a 1’origine d’un prurit important
qui a conduit la jument a se mordiller et a
s’automutiler (Figure 95 (A)). La seconde
jument Elza présentait, une plaie d’été au
stade d’état, au niveau de la face externe

du boulet du membre antérieur droit. Cette
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plaie était recouverte de bourgeons charnus
séparés par des sillons dans lesquels se

trouvaient des était

granulations et

entourée d’un bourrelet

épidermique
périphérique (Figure 95 (B)).

Figure 95 : Plaies d’été chez les juments Nedjma (A) et Elza (B)

4. Examens complémentaires

Aucun examen complémentaire n’a été

effectué.

5. Traitement

Les plaies des juments Nedjma et Elza ont
été nettoyées et désinfectées puis traitées
quotidiennement par la creme a 1% de
I’huile essentielle de S. argel. La mesure
des surfaces des plaies a été réalisée a
I’aide du AutoCad selon le
planning suivant: JO, J2, J4, J6, J8, J10,
J12, J14, les résultats sont représentés dans

logiciel

la Figure 96. L’évolution dans le temps
des plaies est représentée par des photos
prises selon le planning mentionné sur les
Figures 97 et 98.

B R NN W w S b
o O o1 o o1 O o1 O U
1 1 1 1 1 1 1 )

Surfaces des plaies en (cm2)

Jo J2 J4 J6 J8 J10 J12 Ji4

== Jument Nedjma

= Jument Elza

J16

Figure 96 : Evolution dans le temps des

surfaces des plaies traitées par SAHE 1%

6. Conclusion

La créme a base de I’huile essentielle de
S.argel a permis une cicatrisation compléte
des plaies d’été des deux juments traitées
et pourrait représenter un moyen efficace
dans le traitement des plaies d’été en
association avec un déparasitage interne

régulier des chevaux.
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Figure 97 : Evolution en photos de la plaie d’été de la jument Nedjma apreés traitement par la créme a I’huile essentielle de S.argel (SAHE 1%.)
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Figure 98 : Evolution en photos de la plaie d’été de la jument Elza aprés traitement par la créme a I’huile esentielle de S.argel (SAHE 1%.)
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Cas VIII : Désinfestation par I’extrait aqueux de
Solenostemma argel d’un batiment d’aquaculture envahi
par les puces Ctenocephalides felis

1. Introduction

Ctenocephalides felis (Bouché, 1835) est
une espece euryxene d’importance médico-
vétérinaire. C’est la puce la plus répandue
a travers le monde. Elle est responsable de
troubles dermatologiques considérables
chez les animaux domestiques. La puce du
chat est également un vecteur de deux
genres de pathogénes  zoonotiques
Bartonella et Rickettsia ainsi que I'hote
intermédiaire du ténia Dipylidium caninum

(Franc et al., 2013).

2. Présentation du cas

Le chalet bleu du jardin d’essai a été

récemment transformé en  batiment
d’aquaculture dans le but de développer
I’¢levage des espéces de poissons
existantes (Figure 99). En début d’été, le
chalet a été envahi par des rats. Une
opération de dératisation s’en est suivie
aboutissant a la mort de ces derniers. Suite
a cela, les puces qui infestaient le corps des
rats se sont propagées dans I’ensemble du
batiment d’aquaculture a la recherche

d’autres biotopes propices a leur survie.

Plusieurs employés du chalet bleu ont été

contaminés.

; x % pdlg >

Figure 99 : Chalet bleu du jardin d’essali

3. Examens complémentaires

Des prélevements ont été effectués au
niveau de ce batiment afin d’identifier
I’espéce de puce en cause. L.’examen direct
a la loupe et au microscope optique (4x,
Motic BA310, MoticEurope, Germany)
des  puces récoltées a  permis
I’identification de I’espéce
Ctenocephalides felis, en mettant en
évidence les principaux critéeres de

diagnose pour cette espéce a savoir une
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capsule  céphalique allongée, deux
premiéres épines de la cténidie génale de
longueur équivalente et six encoches a la
face externe des tibias (Figure 100)

d’apres les clés dichotomiques de I’ordre

des  Siphonaptera et du genre
Ctenocephalides décrites par Beaucournu
et Launay (1990), Beaucournu et Menier
(1998) et Duchemin et Bitam (2017).

Figure 100 : Diagnose de la puce ctenocephalides felis prélevée au sein du batiment
d’aquaculture (photos réelles prises au microscope optique Gx4).

4. Traitement

Afin de lutter contre la propagation de la
puce ctenocephalides felis dans le chalet
bleu du jardin d’essai, une solution
aqueuse a 4% de S. argel a été pulvérisée
sur I’ensemble du batiment. L’extrait
aqueux de S.argel a permis une élimination
radicale de la puce ctenocephalides felis du
batiment d’aquaculture en une seule

application.

5. Conclusion

Les désagréments causés par les puces font
fréquemment [’objet de consultation
vetérinaire et représentent la majorité des
causes de pathologies rencontrées en
dermatologie vétérinaire. L utilisation de la
solution aqueuse a base de S. argel est un
moyen efficace et non toxique de lutte

contre I’infestation par les puces.
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Efficacité de I’extrait aqueux de Solenostemma argel sur
I’ectoparasitose a Dermanyssus gallinae chez des perruches
ondulées (Melopsittacus undulatus)

l. Introduction

Dermanyssus gallinae, appelé aussi « faux
pou ou pou rouge des volailles », est un
acarien parasite hématophage aviaire a
activitt  nocturne. Son réservoir est
habituellement les nids de divers oiseaux,
les voliéres et les poulaillers (Magdoud et
al., 2019). Le caractére zoonotique de ce
parasite doit &tre pris en considération dans
la mesure ou lorsque son hote habituel n’est
pas disponible, D. gallinae peut infester
d’autres hotes, notamment, les chiens, les
chats, les lapins, les chevaux y compris
I’homme (Dogramaci et al., 2009). D.
gallinae peut étre a l’origine de grandes
pertes économiques d’ou I’importance de la
mise en évidence de nouveaux traitements
efficaces et non toxiques pour les animaux.
En effet, l’augmentation du taux de
résistance aux acaricides utilisés contre ce
parasite limite leur efficacité (Dcru et al.,
2020).

2. Présentation du cas

Il s’agit du cas d’une voliére au sein du zoo
du jardin d’essai abritant 45 perruches

ondulées (26 femelles et 19 méles) (Figure

101), chez lesquelles des signes de prurit
ont été signalés par le personnel soignant du
zoo. Par ailleurs, 1’état sanitaire de la
voliére était insalubre par la présence
d’excréments sur le sol et dans 1’eau de

boisson des oiseaux.

Figure 101 : Voliere des perruches
ondulées du zoo du jardin d’essai

3. Examen clinique

L’examen clinique a permis de mettre en
évidence la présence de signes de prurit
ainsi que des squames sur I’ensemble de la
peau des perruches ondulées et en plus
grande quantité sous leurs ailes. Des plaies
dus au picage des plumes, au stress et a
I'agitation chez les oiseaux ont été
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également mises en évidence. De plus,
I’inspection des nids a révélé la présence de
ténébrions sur leurs surfaces externes
(Figure 102).

Figure 102 : Ténébrions retrouveées sur les
nids des perruches ondulées Melopsittacus
undulatus.

Ces derniers ont été identifiés par Pr
Marniche (Laboratoire de Zoologie de
I’ENSV) comme étant des Tenebrionidae
Alphitobius diaperinus (5,5-6 mm) (Panz,
1797) (Figure 103).

.- =

4. Examens complémentaires

Des prélevements ont été effectués sous
forme de raclages sur les perruches
ondulées dans le but de récolter des
squames. Des plumes ont été également
prélevées. Des échantillons ont été aussi
récoltés au niveau de la voliére et des nids.
Les prélevements ont été, par la suite,
colorés au bleu de lactophénol et observes
au microscope optique (Gx10) L’examen
direct a révélé la présence de I’acarien
Darmanyssus gallinae gorgé de sang,
caractérisé par des chéliceres styliformes,
de longues pattes et un bouclier dorsal se
rétrécissant a l'arriere (Sparagano et
Giangaspero, 2011) ainsi que des levures
Malassezia spp ; tous deux en trés grand
nombre par champ (Figure 104). La
présence des levures Malassezia est le signe
d’une surinfection fongique probablement
due a [Daffaiblissement des défenses

immunitaires (Hobi et al., 2022).

Figure 103 : Ténébrions Alphitobius diaperinus (5,5-6 mm).
A: Face dorsale, B: Face ventrale.
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Figure 104 : Microphotographie de Dermanyssus gallinae et Malassezia Spp prélevés a partir
des perruches ondulées.
A: Darmanyssus gallinae Gx10, B: Malassezia Spp Gx10.

5. Traitement

Afin d’éliminer I’acarien suceur de sang
Dermanyssus gallinae, les perruches
ondulées ont été aspergées par une solution
aqueuse a 2% de S. argel sur I’ensemble du
corps quotidiennement pendant une
semaine. La voliére ainsi que les nids ont été
désinfectés par I’extrait aqueux de S.argel.
Une nette amélioration a été constatée des
la premiere application.

Au septieme jour, des prélévements ont été
effectués sur les perruches et dans la

voliére et les nids afin de vérifier I’efficacité
du traitement. L’examen direct des
prélevements au microscope optique a
révélé une  disparition totale de
Dermanyssus gallinae sur les perruches
(Figure 105 A, B, C) et dans la voliére et
les nids (Figure 105, D). Par ailleurs, des
levures Malassezia commensales ont été
retrouvées en petit nombre sur les perruches
ondulées (Figure 103, C). L’extrait aqueux
de S.argel a permis également I’élimination
des ténébrions Alphitobius diaperinus

retrouvés sur les nids.
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Figure 105 : Micrographies des prélévements réalisés aprés traitement par 1’extrait aqueux de

S.argel.

A, B, C : Préléevements a partir des perruches ondulées x4, D: Prélevement a partir de la voliére

et des nids x4. Fleche rouge: Levures Malassezia

Les résultats de nos travaux ont été consignés dans un article original intitulé « Effectiveness

of Solenostemma argel extract on Dermanyssus gallinae in budgies (Melopsittacus

undulatus) » dans la revue World's Veterinary Journal, en 2023

6. Discussion

Le D. gallinae est une espece cosmopolite,
I'acarien Dermanyssidae le plus commun,
qui parasite un large éventail d'hotes
(Mullen et Oconnor, 2019). Cet acarien
constitue une menace majeure pour
I’industrie avicole et 1’¢levage d’oiseaux
d’ornement dans le monde entier, entrainant
des pertes économiques et de graves
problémes de santé animale (Decru et al.,
2020). Le D. gallinae est un parasite

d'importance majeure tant en médecine

vétérinaire qu'en médecine humaine dans la
mesure ou il joue un réle de vecteur de
plusieurs pathogénes, notamment les

bactéries Escherichia coli, Pasteurella
multicida, Coxiella burnetii, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Borrelia burgdorferi et
Salmonella. enteritidis ainsi que le virus de
la grippe aviaire A, le virus de Newcastle et
le virus de I'encéphalomyélite équine
(Valiente et al., 2007 ; Sparagano et
Giangaspero, 2011 ; George et al., 2015 ;
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Sommer et al., 2016 ; Sigognault Flochlay
etal., 2017).

La prévalence croissante de I’infestation par
les acariens D. gallinae dans le monde est
un sujet de préoccupation et peut étre
attribuée a plusieurs facteurs. Ceux-ci
incluent la transformation des systéemes de
logement en installations d'élevage aviaire,
le non-respect des bonnes pratiques de
gestion des voliéres, le réchauffement
climatique et le manque de méthodes
efficaces pour contréler les infestations,
ainsi que la résistance croissante des
acariens aux acaricides couramment utilisés
tels que les carbamates et les pyréthrinoides
(Sparagano et Giangaspero, 2011;
Sigognault Flochlay et al., 2017). De plus,
une penurie d'acaricides efficaces a été
signalée, plusieurs traitements chimiques
ayant été retirés du marché en raison de
leurs effets néfastes sur I'hnomme, ce qui
limite les options disponibles pour contréler
les infestations d'acariens (Abbas et al.,
2014 ; Sigognault Flochlay et al., 2017).
En Europe, trées peu de produits sont
autorisés contre D. gallinae, & I'exception
d'un produit a base de phoxime récemment
approuveé, qui ne peut étre utilisé que
lorsque le poulailler est vide, c'est-a-dire
entre deux cycles de production
(Sparagano and Giangaspero, 2011).

Le présent cas clinique a demontré
I'efficacité de I'extrait aqueux de S. argel sur

des perruches M. undulatus infestées par

I'acarien D. gallinae. L'extrait a également
permis I'élimination du pou rouge des nids
et de la voliere. Plusieurs études ont mis en
évidence la composition phytochimique de
S. argel (Tigani et Ahmed, 2009; Shafek
et Michael, 2012; Benmaarouf et al.,
2020). En effet, les principaux constituants
des extraits de feuilles de S. argel sont les
flavonoides (rutine, quercétine, kaempférol
(Cen-Pacheco et al., 2020), les alcaloides
(Wu et al., 2021), les tanins (Fernandez-
Salas et al., 2011) et les saponines (Pavela,
2016 ; Teia, 2018), ces derniers sont connus
pour leurs effets antibiotiques et acaricides.
Les extraits de S. argel représentent donc
des candidats intéressants dans la lutte
contre I’acarien hématophage D.gallinae.
L'effet insecticide des extraits de S. argel a
déja été décrit sur Tribolium castaneum
(Gipreel et al., 2020) ou Culex pipiens (Al-
Mekhlafi et al., 2018). Plusieurs études
récentes ont mis en évidence les effets
acaricides des produits a base de plantes
contre D. gallinae. Les études réalisées
précédemment ont démontré I'efficacité de
50 huiles essentielles de plantes (comme
l'ail, le thymus ou l'arbre a thé) sur les
acariens rouges avec des taux de mortalité
allant de 80 a 100 % (George et al., 2009 ;
George et al., 2010). Une autre étude a
démontreé une activité acaricide
significative des huiles essentielles de cade,
de clou de girofle, de moutarde, de laurier,

de coriandre, de menthe pouliot, de thym

219



rouge et blanc, de cannelle et de menthe
verte contre D. gallinae en utilisant des
méthodes de contact direct et de fumigation
(Kim et al., 2004).

Néanmoins, des conditions sanitaires
favorables sont nécessaires pour garantir
I’efficacit¢ des différents médicaments et

extraits contre le pou rouge. L'extrait

7. Conclusion

aqueux de feuilles de S. argel semble avoir
un effet sur la réduction des levures
Malassezia, indiquant ainsi un effet
antifongique. Ceci est en accord avec une
étude précédente montrant un effet
antifongique sur Candida albicans (Farah
and Ahmed, 2016).

L’extrait aqueux de S. argel a permis une élimination totale de 1’acarien suceur de sang et agent

de zoonose Dermanyssus gallinae. La solution aqueuse de S.argel représente, par conséquence,

un moyen de lutte efficace et non toxique contre cet ectoparasite.
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Essai clinique 11

Efficacité de I’extrait aqueux de Solenostemma argel sur
une ectoparasitose a Lernaea cyprinacea chez des poissons
Xiphophorus hellerii

1. Introduction

Xiphophorus helleri est une espéce de poisson d’eau douce originaire d’Amérique centrale.
Les xiphophorus helleri sont des poissons omnivores et grégaires vivant en petits groupes.
Leur mode de reproduction est ovovivipare et les males sont polygames (Chevoleau, 2006).

L'un des parasites externes frequemment rencontrés chez plusieurs especes de poissons
d'ornement d'eau douce est Lernaea cyprinacea (Kumaraguru et al., 2006). Le cycle de vie
de L. cyprinacea est composée de trois stades nauplii libres et de cing stades copépodides
(Waicheim et al., 2019). Apres I'accouplement des femelles et des males cyclopoides, les
femelles s'attachent a leur hote et subissent une métamorphose tandis que les méles meurent
(Avenant-Oldewage 2012 ; Waicheim et al.,2019). Une fois attachée au poisson, L.

cyprinacea se nourrit de débris de tissus et de sang (Urku et Onalan ,2018).

2. Matériel et méthodes
2.1. Echantillonnage

Les poissons de ’espéce xiphophorus hellerii présentant des parasites sur la peau ont été
prélevés d’un bassin naturel au sein du jardin d’Essai. Ces poissons sont élevés dans des
bassins naturels alimentés de 1’eau de source du jardin. Aucun changement dans leur

alimentation et leur mobilité n’a été signalé.

2.2. Examen clinique

L’examen clinique général a été effectué dans le but de mettre en évidence les lésions
macroscopiques ainsi que les symptdmes générés par le parasite.

2.3. Examens complémentaires

Des prélévements ont été effectues sur les xiphophorus helleri dans le but d’identifier le genre
du parasite en cause par microscopie optique (Motic AB310, Germany). Dans le but

d’identifier I’espéce de ce parasite, ce dernier a été clarifié dans de I’hydroxyde de potassium
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a 10% pendant 48h puis fixé dans une série de bacs d’alcool a 70% et 90%, respectivement.
Par la suite, le parasite a €té monté sur lame dans de la turpentine puis séché a 50°C (Matile
1993).

2.4. Analyse des paramétres de I’eau

D’autre part, les mesures des paramétres physicochimiques de I’cau ont été réalisées sur les
trois aquariums mis en expérimentation (Témoin, standard et test), a 1’aide d’un appareil
multiparamétrique. La mesure des parameétres suivants a été réalisée, température (T°C), pH,
salinité, conductivité (EC), TDS (Total Dissolved Solids), density relative (SG) and potential
redox (ORP).

3. Traitement

Le schéma thérapeutique a reposé sur I’aménagement de trois aquariums hopitaux remplis
d’eau de source du jardin et composé chacun de 25 poissons xiphophorus helleri parasités
(Figure 106).

Le premier est un aquarium témoin n’ayant regu aucun traitement. Le second aquarium traité
par un antiparasitaire standard le praziquantel (Droncit®) et le troisiéme est un aquarium traité
par I’extrait aqueux de Solenostemma argel avec une concentration de départ de 4% pendant

2h puis I’ensemble est dilué de moitié pour passer & une concentration de 2% pendant 24h

od ©d g4
eod eod
Droncit® @ - Aguarium Temoin SAAQ 4% %
(==
od ©d ggq eod ©d ggq
L od o
Aguarium traite par un Aquarium traité par extrait
antiparasitaire standard aqueux de S.argel

Figure 106 : Représentation schématique des aquariums hdpitaux mis en expérimentation
(schéma thérapeutique)
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4. Etude anatomopathologique

Au terme de I’expérimentation, trois poissons de chaque aquarium ont fait 1’objet d’un
examen histopathologique. Les échantillons ont été fixés dans du formol a 10% puis
déshydratés et enrobés a la paraffine pour former des blocs. Des sections de 5 um ont été
coupees puis colorées a I’hématoxyline/éosine (Ramalingam et al, 2023). Les lames
obtenues ont été observées au microscope optique (Leica DMLS2.11501200, Caméra Leica
MC170HD) afin de mettre en évidence les lésions microscopiques induites par le parasite.

5. Résultats

5.1. Examen clinique

L’examen clinique général des xiphophorus hellerii a révélé un bon état général des poissons.
L’examen cutané a permis de mettre en évidence un ectoparasite fixé sur la peau en nombre

varié d’un poisson a un autre et la présence de mucus en exces sur la surface de la peau

(Figure 107).

2 p .
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Figure 107 : Xiphophorus helleri paarasité (Photo personnelle)

5.2. Identification de I’ectoparasite

L’examen direct au microscope optique a permis d’identifier un parasite macroscopique du
genre Lernaea (Figures 108 et 109). L’identification de I’espéce a été confirmée par Pr F.
Marniche (Laboratoire de Zoologie, ENSV), comme étant Lernaea cyprinacea.
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Figure 108 : Lernaea cyprinacea (Photos réelles).
(A): Lernaea cyprinacea, (B): Sac ovarien avec ceufs.

Figure 109 : Lernaea cyprinacea (A : Mx12 ; B: Mx10)

5.3. Effet sur les parametres de ’eau

La qualité de I’eau des aquariums mis en expérimentation a été évaluée en mesurant plusieurs
indicateurs physicochimiques a I’aide d’un appareil multiparamétrique. Les parameétres
mesurés sont la température (T°C), le pH, la salinité, la conductivité (EC), le TDS (Total
Dissolved Solids), la densité relative (SG) et le potentiel redox (ORP). L'ajout de I'extrait
aqueux de S. argel a I'eau contenue dans I'aquarium a entrainé une diminution du pH (p<0,082
; p<0,046), de la salinité (p<0,025) et de la conductivité (p<0,036 ; p< 0,046) de I’cau ainsi
que du total des matiéres dissoutes (p<0,0002) par rapport aux aquariums témoin et le
standard Praziquantel, respectivement (Tableau 34). Aucune différence significative n’a été

enregistrée pour les autres parametres.
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Tableau 34 : Effet de I’extrait aqueux de S. argel sur les paramétres physicochimiques de
I’eau des aquariums expérimentaux

Témoin Praziquantel SAAQ
T (°C) 22+0? 22+0? 22+0?
pH 6.72+0,029° 6.74+0,032% 6.64+0.032°
Salinité (%) 0.12+0? 0.12+0? 0.060°
SG 1+0° 1+02 1+0?
EC (uS/cm) 2540+0? 2530+17,322 1253+9.54°
TDS (ppm) 1281£18,25%  1291.7+2,52*  642.7+16.25
ORP (mV) 174.67+0,58* 171.67+1,53*  174.66+0.58?

5.4. Effet sur le parasite Lernaea cyprinacea

Le traitement des xiphophorus helleri par 1’extrait aqueux de S.argel a entrainé 1’élimination
des parasites Lernaea cyprinacea. L’examen direct au microscope optique du parasite apres
traitement par la solution aqueuse de S.argel a permis de mettre en évidence le parasite
Lernaea cyprinacea en état de décomposition (Figure 110), ainsi que la disparition des ceufs
reflétant la non viabilité de ces derniers (Figure 110). De la méme facon, le traitement
antiparasitaire standard Droncit® (Praziquantel) a entrainé la mort des parasites.

Figure 110 : Lernaea cyprinacea décompose aprés traitement par 1’extrait aqueux de
Solenostemma argel (Photo personnelle).
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5.5. Etude anatomopathologique

L'analyse des lésions histopathologiques s'oriente vers les zones d'ancrage du parasite L.
cyprinacea au niveau des régions abdominales, caudales et dorsales de X. hellerii
principalement au niveau des nageoires, de la peau et de I'ceil.

Les Iésions retrouvées dans tous les prélevements sont caractérisées par la présence de mucus
associé¢ ou non a un cedéme. Les coupes histologiques réalisées a partir des échantillons du
groupe témoin sont caractérisées par la présence de Lernaea cyprinacea ancrée dans le
muscle (Figure 111 (B)) ; contrairement aux groupes praziquantel et SAAQ dans lesquels
seule la morsure du parasite est mise en évidence (Figure 111 (C), (D)).

De plus, dans tous les échantillons, des foyers d’imprégnation calcique sont présents a
proximité des points d'ancrage du parasite dans la peau et les yeux (Figure 111 (A), (C), (D)).
De plus, il existe des foyers inflammatoires de type infiltrats mononuclés, observés dans les

régions intramusculaires profondes ou, plus rarement, sous-cutanées (Figure 111 (E)). Enfin,

une dégénérescence musculaire a été constatée dans certaines zones (Figure 111 (A), (C),

(D), (F)).

Figure 111 : Iconographies des Xiphophorus hellerii parasités par Lernaea cyprinacea, colorées
avec I’hématoxyline et 1’¢osine.

A: Témoin x10; B: Témoin x4; C: Praziquantel x4; D: SAAQ x4; E: Inflammation a cellules
mononuclées présente dans tous les groups x4; F: Dégénérescence musculaire x4. P: Parasite, ClI:
Impregnation Calcique, E: Oedéme, M: Mucus, B: Morsure, IN: Inflammation, MD:
Dégeénérescence Musculaire.
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6. Discussion

L'intensification de la pisciculture est I'un des obstacles sanitaires majeurs a l'origine de
I'apparition d'infestations parasitaires entrainant une mortalité et une baisse de productivité
conduisant a des pertes économiques importantes (Valladao et al., 2014). Lernaea cyprinacea
est un crustacé copépode a répartition cosmopolite (Waicheim et al., 2019; Barros et al.,
2021), communément appelé ver ancre (Kupferbeg et al, 2009). L. cyprinacea est un parasite
des poissons d'eau douce qui s'attache aux bronches et a la peau des poissons, provoquant la
lernéose (Sayyadzadeh et al., 2015 ; Urku and Onalan, 2018).

La possibilité d'une forte infestation parasitaire chez les petits poissons a déja été signalée
(Tavares-Dias et al., 2011). La présente étude a enregistré un maximum de huit L.
cyprinacea a la surface de Xiphophorus hellerii sélectionnés. Des résultats similaires ont été
rapportés dans une étude précédente ou un maximum de sept parasites a été dénombré a la

surface du poisson (Barros et al., 2021).

Dans cette étude, la surface externe des Xiphophorus hellerii sélectionnés a été examinée
macroscopiquement afin de mettre en évidence la présence de L. cyprinacea et les symptdmes
et lésions induits par ce parasite. L'ectoparasite L. cyprinacea a été fréquemment localisé dans
les régions dorsale, abdominale et caudale de Xiphophorus hellerii, principalement sur la peau
et les nageoires et dans une moindre mesure sur les yeux. Des localisations similaires ont déja
été décrites dans des etudes sur l'infestation des poissons par ce parasite (Sayyadzadeh et al.,
2015 ; Urku and Onalan, 2018; Barros et al., 2021). Les signes enregistrés suite a
I'infestation du poisson Xiphophorus hellerii par L. cyprinacea au cours de notre étude sont
similaires a ceux décrits dans des études antérieures sur la lernéose chez différentes especes
de poissons d'eau douce (Urku and Onalan, 2018 ; Barros et al., 2021) et consistaient
principalement en une perte d'écailles, des ulceres cutanés, une hémorragie et de I’cedéme. De
plus, I'examen histopathologique réalisé lors de notre étude sur X. hellerii infesté par L.
cyprinacea a révélé la présence de plusieurs I1ésions, notamment des cedémes, du mucus, des
maursures, des ulcérations, des degénérescences musculaires, des imprégnations calciques et
des foyers inflammatoires. Les Iésions démontrées dans la présente étude sont similaires a
celles décrites par des études antérieures sur la lernéose chez certaines especes de poissons
deau douce (Noor El-Deen et al.,, 2013 ; Mirzaei, 2015; Urku and Onalan, 2018 ;
Ramalingam et al., 2023).
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Par ailleurs, plusieurs facteurs affectent le développement de L. cyprinacea et sa pathogenése,
notamment la température. En effet, une température inférieure a 15°C inhibe le cycle de vie
du parasite (Mirzaei, 2015). Tandis que des températures de I’eau allant de 22 a 25°C
optimisent son développement (Urku and Onalan, 2018). Au cours de notre étude, une
température de I’eau de 22°C a été enregistrée en €té, lors des périodes de forte infestation par

L. cyprinacea. Ces données corroborent celles évoquées plus haut (Urku and Onalan, 2018).

Au cours de notre étude, les parameétres physico-chimiques de I'eau tels que le pH, la
température, la salinité, la conductivité, le TDS (Total Dissolved Solids), la densité relative
(SG) et le potentiel redox (ORP) ont été mesurés afin de déterminer la qualité et la pureté de
I'eau utilisée aprés traitement des poissons. Les données obtenues ont montré une diminution
des valeurs de pH, de salinité, de conductivité et de TDS de I'eau d'aquarium traitée avec

I'extrait aqueux de S. argel.

La valeur du pH enregistrée pour l'eau traitée avec I'extrait aqueux de S. argel est Iégerement
inférieure a celles trouvées pour les aquariums témoins et le standard Praziquantel.
Cependant, cette valeur reste dans la fourchette normale (6,5-8,5) recommandée par I'US
EPA (2009) et 'OMS (2006). En effet, la protection des habitats aquatiques est assurée dans
une plage de pH de 6,5 a 9,0 unités (Dirican, 2015).

La conductivité est la capacité de l'eau a transporter le courant électrique et constitue un
moyen d'évaluer la pureté de l'eau (Qureshimatva et al., 2015). Cela dépend des ions
présents dans l'eau, de leur concentration relative, de leur mobilité et de leur valence
(Debangshu et al., 2022). Dans notre étude, la valeur de la conductivité électrique enregistrée
pour I’eau de I’aquarium traitée avec l'extrait aqueux de S. argel représente la moitié des
valeurs enregistrées pour I’eau des aquariums témoin et standard, ce qui suggére que l'eau
additionnée d’extrait aqueux de S. argel est plus pure. La conductivité est proportionnelle & la
température, a la salinité et au total des solides dissous (Debangshu et al., 2022). Cela est en
corrélation avec les valeurs de salinité et de TDS trouvéees dans notre étude. En effet, les
valeurs de salinité et de TDS de I'eau traitée avec I'extrait aqueux de S. argel représentent la

moitié de celles enregistrées pour I’eau des aquariums témoin et standard.

Il existe une variété de produits chimiques utilisés dans le traitement et le contréle des
infestations des poissons par les copépodes de Lernaea, notamment le chlorure de sodium, le

permanganate de potassium, le formol, le vert de malachite (Kumaraguru et al., 2006), ainsi
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que des pesticides tels que les organophosphates ou les pyréthrinoides synthétiques
(Hemaprasanth et al., 2006). L'utilisation excessive de ces produits a entrainé des dommages
considérables a l'environnement et a la santé humaine, d'ou la nécessite d'identifier de
nouvelles substances moins nocives et possédant des propriétés antiparasitaires
(Hemaprasanth et al., 2008). L'utilisation de plantes médicinales en aquaculture présente
plusieurs avantages, notamment une faible toxicité, un colit moindre, peu d’impact
environnemental, des niveaux de résidus réduits chez les animaux et une diminution de la
résistance aux médicaments (Hashimoto et al., 2016). Les travaux de Furtado et al., (2021)
ont rapporté I'effet antiparasitaire de I'extrait de biomasse citrique ainsi que celui des huiles
nano-émulsionnées d'oléorésine et d'acicule de Pinus sp., contre les nauplii et les copépodites
de L. cyprinacea. Dans une étude précédente, l'efficacité des huiles essentielles de Lippia
sidoides et de Mentha piperita contre les parasites monogéniques a été rapportée, cependant,
les auteurs recommandent uniquement l'utilisation de I'huile essentielle de Mentha piperita en

bain thérapeutique pour sa sécurité pour les poissons (Hashimoto et al., 2016).

Par ailleurs, les travaux de Steverding et al., (2005) ont rapporté que I'huile essentielle de
Melaleuca alternifolia est une alternative naturelle a la chimiothérapie actuelle pour traiter les
infestations de poissons par Gyrodactylus spp., et pourrait étre utilisée comme parasiticides
commerciaux). Une autre étude a démontré I'efficacité des extraits bruts d'Allium sativum et
de Terminalia catappa dans le traitement des ectoparasites Trichodina sp chez le tilapia
(Chitmanat et al., 2005). Une étude récente a obtenu des données in vivo et in vitro
intéressantes sur I'effet antiparasitaire de I'huile essentielle d'anis étoilé contre I'infestation de

poissons d'eau douce par Lernaea cyprinacea (Attia et al., 2022).

Dans la présente étude, le traitement de poissons X. hellerii infestés par L. cyprinacea avec
I’extrait aqueux de S. argel a provoqué la mort du parasite sans affecter I'état général du
poisson. Le méme résultat a été obtenu avec le traitement de X. hellerii avec l'antiparasitaire
praziquetel. La caractérisation phytochimique de I'extrait aqueux de S. argel a montré que les
flavonoides, les acides phénoliques et les saponines sont les composants les plus réactifs de

I'extrait.

Plusieurs flavonoides ont pu étre identifiés en comparant leurs spectres UV, leurs masses
moléculaires et leurs fragments MS; avec la littérature. Les plus représentatifs d'entre eux
sont la rutine (Chen et al., 2015 ; Singh et al., 2017), le kaempférol-3-O-rutinoside
(Monagas et al., 2007 ; Chen et al., 2015), le kaempférol-3-O-diglucoside-7-O-glucoside
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(Harbaum et al., 2007), le kaempférol (Monagas et al., 2007 ; Lin et al., 2008) et la
quercétine. En revanche, de nombreux acides pholiques ont été identifiés, notamment I'acide
3-acétyl-4-caffeoylquinique (Singh et al., 2017), I'alcool caféoylique 3/4 hexoside (Martini
et al., 2017), lalpha-1-caffeoylglucose (Rahmouni et al., 2018), l'acide alpha-
hydroxybenzoique (lIbrahim et al., 2015) et l'acide férulique. L'existence de deériveés de

saponine a également été rapportée (Hassan et al., 2001).

L'effet antiparasitaire de I'extrait aqueux de S. argel enregistré contre L. cyprinacea pourrait
étre le résultat de l'action synergique entre ces composants. En effet, les flavonoides
constituent une classe de métabolites secondaires connus pour leurs effets antiparasitaires
contre de nombreux parasites. Ces composants sont caractérisés par un mécanisme d'action a
multiples facettes. On pense que les flavonoides agissent en inhibant des enzymes et des
protéines importantes et contrecarrent la résistance aux médicaments en se liant au domaine
de liaison aux nucléotides des transporteurs multidrogues de la glycoprotéine P (Mead and
McNair, 2006). Un autre mécanisme d’action des flavonoides est I’apoptose. En effet, les
flavonoides peuvent induire lI'apoptose des cellules hotes (Wenzel and Daniel, 2004) voire

celle du parasite (Mamani-Matsuda et al., 2004).

Les saponines sont également dotées d'un potentiel antiparasitaire qui consiste en la formation
de complexes avec le cholestérol membranaire entrainant une augmentation de la perméabilité
membranaire et une fuite conséquente du contenu cytoplasmique a travers la bicouche
lipidique (Barbosa, 2014). Les tanins sont également connus pour leur action antiparasitaire
qui vise a contrbler le développement du parasite aux différentes phases de croissance en
perturbant le cycle de vie du parasite, en inhibant 1'éclosion des ceufs, en réduisant le

développement larvaire et en éliminant les larves non developpées (Tong et al., 2022).

5. Conclusion

L’utilisation de la solution aqueuse a base de S.argel pour le traitement des poissons
Xiphophorus hellerii a entrainé une élimination efficace du parasite Lernaea cyprinacea ainsi

qu’une amélioration de la qualité de 1’eau de I’aquarium.
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Discussion Générale




Discussion geneérale

L’utilisation des plantes medicinales est profondément enracinée dans I'histoire et les
traditions des civilisations et intégrée dans la médecine traditionnelle de pratiquement toutes
les cultures (Aboul-Enein et al., 2012). Dans les pays en développement, une grande partie
de la population dépend encore de la médecine traditionnelle pour traiter des maladies graves
(Tad Al-Deen et Al Naqgeb, 2014). Malgré le développement de la médecine conventionnelle
dans notre pays, la phytothérapie représente encore aujourd’hui lI'un des domaines les plus

importants de la médecine traditionnelle, en particulier dans les zones rurales algériennes.

L'utilisation des plantes en toute sécurité requiére une connaissance non seulement de leurs
effets bénéfiques mais aussi des effets toxiques que peut engendrer leur usage inadéquat.
Le présent travail a eu comme principal objectif 1’étude de I’innocuité et des propriétés
anti-inflammatoire, antalgique, cicatrisante, antiulcéreuse, antidiabétique, antibactérienne et
antioxydante des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de Solenostemma argel ainsi
que de son huile essentielle. Une détermination de la composition phytochimique des trois
extraits et de I'huile essentielle de S. argel par LCMS, GCMS et RMN a été également

entreprise.

Le choix des activités pharmacologiques évaluées dans cette these a été guidé par les résultats
de I’enquéte ethnobotanique réalisée sur terrain a Tamanrasset aupres de la population
Touareg. L’étude de la toxicité aigué par voie orale de I’huile essentielle et des extraits
acétonique, méthanolique et aqueux de S. argel aux doses de 500, 1000 et 2000 mg/kg n’a
révélé aucun signe de morbidité ou de mortalité chez les rats mis en expérimentation, ce qui
reflete une bonne tolérance de ces extraits par ces derniers. En se basant sur les directives du
systeme de classification globalement harmonisé de I’OCDE (SGH, 2013), les extraits et
I’huile essentielle testés peuvent étre classés dans la catégorie 5 et considérés comme des
substances non toxiques par voie orale.

Cependant, 1’é¢tude anatomopathologique réalisée au cours du test de toxicit¢é de I’OCDE a
mis en évidence des modifications pathologiques significatives au niveau du foie, des reins et
des poumons des rats traités, respectivement, par les trois extraits étudiés aux doses de 1000
et 2000 mg/kg ; contrairement au groupe traité par 1’huile essentielle chez lequel des 1ésions

minimes ont été révélées a la dose de 2000 mg/kg. Par conséquent, les extraits acétonique,
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méthanolique et aqueux de S. argel peuvent étre toxiques par voie orale aux doses élevées, a
la différence de I’huile essentielle qui est moins nocive par voie orale. Cette étude est la
premiere de ce genre a étre réalisée pour S. argel.

De plus, nos travaux ont permis de mettre en évidence pour la premiére fois le pouvoir
cytotoxique de I’huile essentielle et des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de
S. argel, déemontrant ainsi qu’ils pourraient étre de bons candidats pour le développement

futur de médicaments anti-cancéreux.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S.
argel sur le radical DPPH a démontré leur pouvoir antioxydant. Ces résultats corroborent
ceux obtenus par Tad Al-Deen et Al Nageb (2014) au Yemen, qui ont décrit un effet
antioxydant de 1’extrait méthanolique de S.argel sur le radical DPPH équivalent a celui de
notre propre extrait (Tad Al-Deen et Al Naqgeb, 2014). En revanche, des résultats differents
ont été rapportés par une étude réalisée sur les extraits hydro-alcooliques acétone/eau (80/20)
et éthanol/eau (80/20) de S. argel originaire d’Egypte sur le radical DPPH (lbrahim et al.,
2015).

Au cours de la présente étude, un puissant pouvoir antibactérien de 1’huile essentielle des
feuilles de S. argel et de son composant majoritaire le linalol a été démontré envers six
souches bactériennes d’intérét médical, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Escherichia coli ATCC 35218,
Escherichia coli ATCC 25922 et Salmonella enterica choleraesuis ATCC 14028 avec
détermination des valeurs CMI et CMB pour chacune des souches testées. Cette étude est la
premiere a avoir déterminé les valeurs CMI et CMB de I’huile essentielle des feuilles de S.
argel originaire d’Algérie pour les souches testées ainsi que le taux de participation de son

composant majoritaire le linalool dans I’effet antibactérien enregistré.

Dans une étude precédente, cing extraits de S. argel originaire du Soudan (éther de pétrole,
chloroforme, acétate d'éthyle, éthanol et eau distillée) ont été soumis a un dosage
antibactérien a l'aide de la méthode de diffusion sur gélose contre deux bactéries
Staphylococcus aureus et Escherichia coli. Quatre extraits, a I'exception de I'éther de pétrole,
ont montré une action inhibitrice claire contre les deux bactéries. Néanmoins, cette étude a
présenté les effets antibiotiques contre seulement deux bactéries différentes et n'a pas inclus
I'analyse de la CMI et la CMB (Hamadnalla et El Jack, 2019).
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Une autre étude a permis de mettre en évidence 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle
des fruits de S. argel contre les bactéries S. pneumoniae, E. coli, S. typhimurium et B. cereus
(Chouitah et al., 2016).

Le présent travail a également permis I’évaluation de I’effet anti-inflammatoire des extraits
acetonique, méthanolique et aqueux ainsi que de I’huile essentielle de Solenostemma argel
selon trois modeles expérimentaux, le modele de ’cedéme de la patte de rat induit par la
carragénine, le modeéle de I’cedéme de ’oreille induit par le xyléne et le modéle du granulome
induit par les pellets de coton. Les trois extraits testés ont présenté un effet anti-inflammatoire
équivalent contre I’inflammation aigue, topique et chronique contrairement a 1’huile
essentielle qui a montré un pouvoir anti-inflammatoire plus important. Dans le méme
contexte, une étude a permis de mettre en évidence 1’effet anti-inflammatoire de I’extrait
chloroformique des feuilles de S. argel originaire du Soudan suivant le modéle de I’cedéme de
I’oreille induit par I’huile de croton chez la souris (Innocenti et al., 2005). Une autre étude a
déterminé, in vitro, I’activité anti-inflammatoire des extraits hydro-alcoolique acétone/eau
(80/20) et éthanol/eau (80/20) de S. argel originaire d’Egypte par le test de dénaturation de
I’albumine (Ibrahim et al., 2015).

Une autre étude décrite dans le présent travail est l'activité anti-nociceptive des extraits
acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que de I'huile essentielle de S. argel, qui a été
réalisée selon trois modeéles expérimentaux, a savoir, le test de torsions abdominales induites
par l'acide acétique, le test au formaldéhyde et le test de la plaque chauffante.
Bien que ’effet analgésique de I’extrait aqueux de S.argel, originaire du Soudan, a été décrit
auparavant sur un modeéle murin (Mudawi et al., 2015), les résultats obtenus étaient moins
significatifs que ceux décrits dans la présente €tude pour le méme modele d’¢tude. En effet,
notre étude a permis de démontrer pour la premicre fois I’effet analgésique des extraits
acétonique et méthanolique ainsi que celui de I’huile essentielle sur la douleur centrale et
périphérique.

Dans le présent travail, la formulation de trois pommades a base des extraits acétonique,
méthanolique et aqueux ainsi qu’une créme a base de I’huile essentielle de S. argel,
respectivement, a été effectuée afin d’évaluer le potentiel cicatrisant de ces derniers ainsi que
leur toxicité cutanée. Ainsi, les trois extraits testés ont montré un effet cicatrisant intéressant,
néanmoins, I’huile essentielle de S. argel a enregistré un pouvoir cicatrisant supérieur a celui
de ces derniers. Cette étude a permis la détermination, pour la premiére fois, de 1’activité
cicatrisante des extraits acétonique, méthanolique et aqueux ainsi que de I’huile essentielle de
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S. argel d’Algérie. Par ailleurs, une étude récente a egalement permis de mettre en évidence
I’activité cicatrisante des extraits éthyle-acétate et méthanolique de S. argel originaire
d’Egypte (Abdel-Motaal et al., 2022).

La présente étude a documenté pour la premicre fois, I’activité antiulcéreuse de 1’huile
essentielle et des extraits acétonique, méthanolique et aqueux de S.argel sur deux modeéles
expérimentaux I’ulcére induit par l'aspirine et 1’ulcére induit par la ligature du pylore,
déterminant ainsi leurs potentiels cytoprotecteurs et anti-sécrétoires. Par ailleurs, une étude
récente a révelé que la fraction de mucilage isolée de S. argel, originaire d’Egypte, avait des
effets gastroprotecteurs significatifs contre les lésions gastriques induites par I'éthanol
(El-shiekh et al., 2021).

Au cours de cette étude, 1’activité antidiabétique des extraits acétonique, méthanolique et
aqueux de S. argel a été déterminée selon le modé¢le du diabéte induit par 1’alloxane en
mettant en évidence 1’effet de ces extraits sur les complications liées au diabéte, notamment
I’effet neuroprotecteur. L’étude du pouvoir neuroprotecteur est la premiére de ce genre pour
la plante S. argel. Par ailleurs, une étude précédente avait mis en évidence I’effet
hypoglycémiant de 1’extrait méthanolique de S.argel, originaire du Yemen, a la dose de 1g/kg
selon le modéle de I’hyperglycémie induite par la méthylprédnisolone (Taj Al-Deen et Al
Naqgeb, 2014).

Les différences rapportées par les ces études seraient en partie expliquées par les conditions
écologiques, daltitude et de climat de la culture de la plante étudiée, ainsi que par les
différences d’origine génétiques a I’origine de différents chémotypes au sein d'une méme
espéce, auquel doit s’ajouter le choix du solvant d’extraction. Cependant, des études
comparatives de génomes des différents cultivars de S. argel devraient étre menées pour

objectiver cette hypothése.

La comparaison des effets des extraits acetonique, methanolique et aqueux sur les différentes
activités pharmacologiques évaluées, montre un potentiel équivalent et dose dépendant. Cela
pourrait s’expliquer par la présence de composants actifs en commun. En effet, 1’analyse,
dans la présente étude, de ces trois extraits par la technique UHPLC/DAD/ESI-MS? a permis
de mettre en évidence plusieurs composants en commun, principalement des flavonoides et
des saponosides, a savoir 1’apigenin-O-pentosyl hexoside, la quercétine-3-O-rutinoside
(rutine), le kaempferol-3-O-rutinoside, le kaempferol-3-O- diglucoside-7-O-glucoside, le
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kaempférol et les dérivés de la quercétine. En effet, les flavonoides sont des substances
connues pour leurs propriétés antioxydante (Ghasemzadeh et al., 2011), anti-inflammatoire
(Garcia-Lafuente et al., 2009), antinociceptive (Eldahshan et Abdel-Daim, 2014),

cicatrisante, antiulcéreuse (Sumbul et al., 2011) et antidiabétique (Chen et al., 2015).

Par ailleurs, 1’huile essenticlle de S.argel a présenté des effets remarquables, supérieurs a ceux
des trois extraits étudiés. Ces effets antibactérien, anti-inflammatoire, analgésique, cicatrisant
et antiulcéreux pourraient étre la conséquence de I’action synergique des différents
composants identifiés par la technigue GCMS, notamment le géraniol (De Carvalho et al.,
2013; La Rocca et al., 2017; Lira et al., 2020), le nérol (Gonzélez-Ramirez et al., 2016),
I’a-terpinéol (Souza et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Huang et al., 2020), le limonéne
(Rozza et al., 2011; Russo et Marcu, 2017) et son composant majoritaire le linalol (Peana et
al., 2003; Aprotosoaie et al., 2014; Da Silva et al., 2016). Ce dernier a été isolé pour la

premiére fois a partir de cette huile par la techniqgue RMN dans la présente étude.

Un autre volet de cette étude est I’application, pour la premiére fois, de S. argel en médecine
Vétérinaire avec l’obtention de trés bons résultats apres le traitement de plusieurs cas

cliniques. S. argel pourrait ainsi représenter un bon candidat en phytothérapie vétérinaire.

A la lumiére des résultats obtenus au cours de cette étude, il apparait que I'huile essentielle de
S. argel se profile comme une candidate remarquable en raison de son innocuité et de son
efficacité pour le développement de nouveaux composes alternatifs afin de surmonter les
problemes de la résistance microbienne, le traitement des plaies et des ulceres ainsi que
I’inflammation et la douleur. Cependant, son faible rendement représente un frein a ne pas
négliger pour un développement a grande echelle. Enfin, I’extrait aqueux de S.argel pourrait
constituer un excellent agent antidiabétique et neuroprotecteur a la dose testée.
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Conclusion et Perspectives

L'usage de plantes médicinales implique une connaissance précise non seulement de leurs
propriétés thérapeutiques mais également de leurs éventuels effets toxiques. Le présent travail
a constitué une contribution originale et préliminaire a 1’étude de la composition
phytochimique, de la toxicité et des propriétés anti-inflammatoire, antalgique, cicatrisante,
antioxydante, antibactérienne, antiulcéreuse, antidiabétique et neuroprotectrice des extraits
acétonique, méthanolique et aqueux de S.argel ainsi que de son huile essentielle, apportant

ainsi une base scientifique a 1’utilisation de cette plante en médecine traditionnelle.

Cette étude a permis, également, 1’application des extraits et de I’huile essenticlle de S.argel
en médecine vétérinaire. Néanmoins, des études complémentaires sont nécessaires tant sur le

plan chimique que sur le plan biologique.

En effet, sur le plan phytochimique, il serait intéressant d’effectuer une chromatographie
préparative dans le but de purifier et d’isoler les composants actifs de cette plante et dans le

cas échéant leur synthese chimique.

Sur le plan biologique, une mise en évidence des mécanismes d’action de 1’huile essentielle et
des extraits testés serait nécessaire, notamment 1’étude des médiateurs de ’inflammation de
maniére individuelle comme le TNF-alpha, I'IL-1, I’'IL-6 ainsi que la voie des

cyclooxygénases et des prostaglandines pour la douleur.

Pour I’action antibiotique, il serait utile d’étudier la cible biologique en recherchant des
bactéries mutantes résistante aux antibiotiques et d’identifier le ou les génes mutés. Pour la
cicatrisation, il serait intéressant de développer des modéles in vitro. Les effets sur I’étape de
prolifération sont particulierement intéressants a étudier a c6té des aspects purement anti-
inflammatoires deja envisagés. En effet, la vitesse de cicatrisation est un des aspects les plus
spectaculaires décrits dans notre étude. Donc la stimulation de la production de collagéne et
de matrice extracellulaire sera étudiée ainsi que 1’angiogenése. Les extraits devant étre
administrés par voie orale ou par voie parentérale doivent faire 1’objet d’études plus poussées

de pharmacodynamie et de pharmacocinétique.

Enfin, les résultats obtenus dans le cadre de cette these seront valorisés par la soumission de

dossiers de demande de brevets pour les différentes applications développées.
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D’autre part, les méthodes mises en ceuvre lors de cette étude pourront étre utilisées pour
¢tudier d’autres plantes de la flore algérienne afin de valoriser le patrimoine botanique

national.
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FICHE ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

1. Localité

2. Identité de I'enquété

Nom : Prénom : Age :

3. Plantes et organes utilisés pour traiter une maladie précise

NOM VErNaCUIAIre ... . ettt
NOM FTANGALS & ...ttt et e et e et e e e el
NOM SCIENEITIQUE ...ttt e e eee e
Plante entiere : [ Feuilles: O Tige : O

Racines: [ Ecorce (racine ou rameau a préciser) : 1

Fleur: O Fruit: O Autres : O



Maux et symptdmes traités par la plante ou une de ses parties :

4. Extraction du principe actif

Macération: O Décoction: O Infusion a chaud: O

Calcination: O Autres : O

5. Mode d’administration

Lavement : O Boisson: [ Bain : [0
Scarification : (1 Massage : [J Fumigation : (J
Instillation : OJ Cataplasme : (0

6. Remarques et observations
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Figure : Table des probits de Finney. D’aprés Finney 1952,

— = ——. e e
A 1 2 3 4 6 6 7 8 90
0 — 2.67 295 3.12 3.26 3.30 3.45 3.62 3.69 3.60

10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.00 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.20 4.29 4.33 4.30 4.39 4.42 4.45
30 448 4.50 4.63 4.50 460 4.01 4.064 4.07 4.60 4.72
40 4.76 4.77 4.80 4.82 4,856 4.87 4.0 4,92 4.6 4.97
60 5.00 5.03 b5.06 5.08 6.10 513 5.15 b5.18 5.20 65.23
G0 5.26 05.28 531 05.33 6.36 530 O5.41 b6.44 5.47 05.50
70 6.62 O5.66 b6.68 b.61 6.64 O06.67 5.71 6.74 b5.77 656.81
80 O5.84 5,88 592 5.6 699 6.04 6.08 6.13 0.18 6.23
90 6.28 0.34 0.41 0.48 0.56 06.64 6.75 G6.88 7.06 7.33

— 0.0 01 02 03 04 06 06 07 08 0.9
9¢ 7.33 7.37 741 7406 7T.61 T7.68 T7.66 7.76 7.88 8.00
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Wound healing and antiulcer activities of Solenostemma oleifolium
(Nectoux) Bullock & E.A.Bruce ex Maire essential oil in rats

[Actividad cicatrizante y antiulcerosa del aceite esencial de Solenostermma oleifolium (Nectoux) Bullock & E.A.Bruce ex Maire en ratas]
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Abstract

Context: Solenostemma oleifolium is a Saharan plant part of the traditional pharmacopoeia to treat wound and gastric problems. This work supports the
presence of active compounds in the essential oil of S. oleifolium, facilitating the healing process.

Aims: To evaluate the wound healing and antiulcer effects of the essential oil of S. oleifolium (EOSO).

Methods: EOSO was prepared and analyzed by gas chromatography and mass spectrometry (GC-MS). The toxicity of the product was evaluated by an acute
toxicity test and a skin toxicity test. A 1% EOSO cream was prepared and used. The percentage of wound contraction was monitored in an excision model in
rats. A histopathological study was conducted on the damaged tissue throughout the experiment. For the ulcer study, two assays were performed in rats: the
aspirin-induced gastric ulcer and the pyloric ligation-induced gastric ulcer assays. In the aspirin test, the ulcer index and the percentage of ulcer protection
were calculated.

Results: The major compounds of the EOSO were linalool (57.1%), terpineol (12.95%), and trans-geraniol (12.66%). EOSO was not considered toxic. In the
excision rat model, from day 2 to day 10, the wound contraction was significantly higher (p<0.05) for the EOSO-treated wound than for the non-treated
wound. In the aspirin-induced ulcer test, the ulcer index was significantly reduced in the EOSO-treated rats compared to the control rats (p<0.05).

Conclusions: The present study demonstrated the wound healing and antiulcer properties of the essential oil of S. oleifolium.

Keywords: Algeria; volatile oils; histology; wounds and injuries; linalool.

Resumen

Contexto: Solenostemma oleifolium es una planta sahariana que forma parte de la farmacopea tradicional para tratar heridas y problemas géstricos. Este
trabajo apoya la presencia de compuestos activos en el aceite esencial de S. oleifolium, facilitando el proceso de cicatrizacién.

Objetivos: Evaluar los efectos cicatrizantes y antiulcerosos del aceite esencial de S. oleifolium (EOSO).

Métodos: Se prepard EOSO y se analizé mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS). La toxicidad del producto se evalué mediante
una prueba de toxicidad aguda y una prueba de toxicidad cutdnea. Se prepard y utilizé una crema de EOSO al 1%. Se controld el porcentaje de contraccidn de
la herida en un modelo de escision en ratas. Se realiz6 un estudio histopatoldgico del tejido dafiado a lo largo del experimento. Para el estudio de la dlcera, se
realizaron dos ensayos en ratas: el de la Glcera géstrica inducida por aspirina y el de la Ulcera géstrica inducida por ligadura pilérica. En el ensayo de la
aspirina, se calcularon elindice de Ulcera y el porcentaje de proteccion de la ulcera.

Resultados: Los principales compuestos del EOSO fueron linalol (57,1%), terpineol (12,95%) y trans-geraniol (12,66%). El EOSO no se considerd téxico. En el
modelo de rata con escision, desde el dia 2 hasta el dia 10, la contraccion de la herida fue significativamente mayor (p<0,05) en la herida tratada con EOSO
que en la no tratada. En la prueba de dlcera inducida por aspirina, el indice de Ulcera se redujo significativamente en las ratas tratadas con EOSO en
comparacion con las ratas de control (p<0,05).

Conclusiones: E| presente estudio demostré las propiedades cicatrizantes y antiulcerosas del aceite esencial de S. oleifolium.

Palabras Clave: Argelia; aceites volatiles; histologia; heridas y lesiones; linalool.
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INTRODUCTION

A wound can be defined as an acute or chronic
rupture of the cellular and anatomical or functional
continuity of living tissues caused by internal or ex-
ternal factors (Teixeira et al., 2020). Wound healing is
a dynamic natural process of restoring the integrity of
dermal and epidermal tissues, which occurs in three
interdependent and overlapping phases: the inflam-
matory phase, the proliferative phase, and the remod-
eling or epithelization phase (Gushiken et al., 2016).
The wound treatment must avoid complications and
achieve rapid and quality healing. Natural products
are widely used in wound healing, especially essen-
tial oils, which have shown promising results in pre-
clinical studies on wound healing (Gushiken et al,,
2016). Gastric ulcers are a public health problem
worldwide generally due to an imbalance between
aggressive factors (pepsin and hydrochloric acid) and
mucosa defenses, such as blood flow, mucus, and
bicarbonate secretion (Souza et al., 2011). In a meta-
analysis of 31 published studies, the pooled incidence
of uncomplicated peptic ulcer disease (PUD) was
approximately one case per 1000 person-years in the
general population, and the incidence of ulcer com-
plications was approximately 0.7 cases per 1000 per-
son-years (Lin et al., 2011). Several factors can favor
this imbalance, among which long treatment with
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs),
stress, the intensity of physical activity, inappropriate
nutrition management, genetic predisposition, sys-
temic disease, Helicobacter pylori infection, and inges-
tion of poison are the most important (Parrah et al.,
2013). A wide range of drugs is used for peptic ulcer
treatment, including histamine receptor antagonists,
proton pump inhibitors and prostaglandin analogues
(Sumbul et al., 2011). The undesirable effects of these
drugs are numerous, hindering their proper use. Var-
ious plants are being used in complementary and
alternative medicines for the management of gastric
ulcers, because of their minimum toxicity and high
effectiveness (Afroza et al., 2014).

Solenostemma  oleifolium (Nectoux) Bullock &
E.A.Bruce ex Maire is a plant belonging to the Asclepi-
adaceae family growing in the desert zones of Algeria,
Libya, and Egypt (Benhouhou, 2005). The leaves of
this plant are traditionally used to treat gastric and
intestinal problems (Benmaarouf et al., 2020), while
the juice is used for wound healing (Innocenti et al.,
2005). In this context, S. oleifolium essential oil might
be a good candidate for the treatment of wounds and
ulcers in animals.

The present study aimed to chemically character-
ize the composition of the essential oil of S. oleifolium
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(EOSO) and to test the wound healing and antiulcer
properties of EOSO on rat models.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals and reagents

The materials used were Cremophor (Sigma-
Aldrichr, USA), cetyl alcohol (Sigma-Aldrichr, USA),
paraffin oil (Sigma-Aldrichr, USA), Madecassol®
(Bayer, Germany), ranitidine (Sigma-Aldrich, USA).

Sampling and identification

S. oleifolium was collected in the first trimester of
2020 at Abalessa (22° 47" 13" North, 5° 31' 38" East) in
the south of Algeria. The identification of the plant
was carried out in the botanical department of the
higher national agronomic school in Algiers (Algeria),
which delivered an identification voucher deposited
in the herbarium of the laboratory “Santé et produc-
tion animale” of the higher national veterinary school
of Algiers (SPA.031).

Extraction

Extraction of the essential oil from S. oleifolium
leaves was conducted by hydro-distillation using a
distilling device. One hundred and fifty grams of
crushed leaves were put in a 1000 mL round flask and
added distilled water. The mixture was hydrodistilled
for 4 hours. The resulting oil was stored in an amber-
sealed bottle in the refrigerator at 4°C until use. The
percentages of essential oils were calculated as vol-
ume (mL) of essential oil per 100 g of plant material

(v/W).

Water was eliminated by settling using anhydrous
sodium sufate.

Chromatography coupled with mass spectrometry
analysis

The oil was analysed by GC/MS. The GC-MS
analysis was performed using an Agilent Technolo-
gies 7890A gas chromatography interface with an
Agilent 5975 C mass selective detector. Data acquisi-
tion was performed with Chem-station software. The
analytical capillary column was HP5-MS (30 m x 0.25
mm i.d, 0.25 mm film thickness). The injector temper-
ature was 250°C, the injection volume 0.2 pL, and the
split ratio 1:50. The oven temperature program was
60°C for 8 min, 2°C/min to 250°C for 20 min. The
temperatures of the MS source and quadrupole
source were respectively 230°C and 150°C, and the
impact of ionization mode was 70 eV with scan rang-
es of 29 to 550.
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The compounds were identified based on the GC
retention indices calculated from a series of alkane
injected with the sample and analysed together in the
same conditions and by comparing the mass spectral
fragmentation patterns and their IR with those stored
in the database NIST Mass spectral and Wiley Regis-
try of Mass Spectral Data (McLafferty, 2011).

Animals

The skin tolerance and healing activity of EOSO
were assessed on Wistar rats (160-180 g) of both sexes
(Pasteur Institute of Algiers, Algeria). All animals
were housed under standard temperature conditions
(25 £ 2°C), relative humidity (50 + 1%), 12 hours
light/ dark cycle, feeding with pellets and water ad
libitum.

The study was authorized by the scientific council
of the animal health and production research labora-
tory of the higher veterinary school of Algiers in ac-
cordance with the ARRIVE guidelines 2.0 (Percie du
Sert et al., 2020).

Acute toxicity study

The acute oral toxicity test was performed as de-
scribed previously (Benmaarouf et al., 2020) and in
accordance with international guidelines (OECD,
2002). A single dose of EOSO (500, 1000, and 2000
mg/kg) was administered to fasted rats overnight,
while the control group received vegetable oil (10
mL/kg). The animals were observed individually for
14 days for any behavioural and neurological chang-
es. The number of deaths was counted.

Skin toxicity

The dermal toxicity study was performed follow-
ing the guidelines of the OECD (OECD, 2017). A total
of 10 healthy nulliparous, non-pregnant female rats
with intact skin were used. The animals were accli-
mated to laboratory conditions for five days before
the start of the study. The day before the test, 10% of
the body surface was shaved in the back of the tested
animals. A limit test dose of the 1% formulation was
applied to the shaved area for 24 hours. The animals
were observed for 14 days to determine any manifes-
tation of skin toxicity and to report cases of morbidity
and mortality.

Wound healing activity

Dermal cream formulation

The basic formula of the prepared cream was a
semi-solid preparation of hydrophilic emulsion type
(lipophilic/hydrophilic). The protocol was that of a
conventional emulsion with the preparation of two
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phases under agitation. The cream contained purified
water, paraffin oil (18%), Cremophor® EL (6%), cetyl
alcohol (5%), and EOSO (1%). The 1% concentration
was based on preliminary results. The formulation
was based on the recommendations of the Belgian
Federal Association for Medicines and Health Prod-
ucts (AFMPS, 2010).

Excision wound model and wound contraction

The healing activity evaluation test, according to
the circular excision wound model, was based on a
planimetric study, which allows a direct quantitative
evaluation by calculating the area of the wound and
its evolution over time (Jha et al., 2012).

The rats were divided into three groups of six an-
imals and fasted the day before the test. The animals
were anesthetized with sodium pentobarbital (50
mg/kg, intraperitoneal), and their back regions were
shaved and cleaned with ethanol. A circular area of 10
mm in diameter was created in the inter-scapular
region of each rat by excising the skin with a biopsy
punch. Then, the rats were caged individually. The
animals were treated daily: the control group received
the vehicle (basic formula), the EOSO group received
the 1% EOSO cream, and the standard group received
a commercial cream (Madecassol 1%). The used
cream amount was based on the wound surface. The
idea was to cover all the surface of the wound. The
cream was applied each day until healing.

The progressive development of the wounds was
monitored daily by photography. In addition, the
wound prints were taken on transparent papers ac-
cording to the following schedule: day zero (Do), D>,
D4, De, Ds, D1o, D12, and D1s. Based on the fingerprints
taken, the wound areas were measured using Auto-
CAD software and the percentages of contraction
were calculated.

Wound contraction represented the progressive
changes in the planimetric wound area. The area ob-
tained was then used to calculate the percentage of
wound contraction using the following equation [1]
(George et al., 2014).

WA Do - WA Dn

Wound contraction (%) =
WA Do

% 100 [1]

Where WA: wound area; Do: day of wounding and beginning treat-
ment; Dn: n days after treatment.

Epithelialization period

The period of epithelization was calculated as the
time (in days) necessary for the falling of the dead
tissue without any residual raw wound (Nayak et al.,
2007).
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Histopathology

At the end of the experimental period (Di4), the
skin fragments from each group were removed and
stored in 10% formalin for the purpose of anato-
mopathological studies. Once fixed, the samples were
dehydrated, thinned, and then embedded in paraffin
blocks. Slices (4 pm thick) were made and stained by
hematoxylin-eosin (HE) and Masson’s trichrome (TC)
techniques. The slides were observed under an optical
microscope, and the evaluation of the healing quality
focused on demonstrating fibroblastic proliferation,
collagen maturation, angiogenesis, and epithelializa-
tion (George et al., 2014).

Antiulcer activity

Aspirin-induced gastric ulcer

In the aspirin-induced gastric ulcer experiment
(Hegde et al., 1994), three groups of 6 albino rats (150-
200 g) were used. The first group was the control
group receiving distilled water (10 mL/kg), the sec-
ond group was the standard group receiving
ranitidine (50 mg/kg), and the third group was the
test group treated with EOSO (250 mg/kg), orally for
8 days. After 8 days of treatment, the animals fasted
for 24 hours. The ulcer was induced by the oral ad-
ministration of an aqueous solution of aspirin (200
mg/kg). The rats were sacrificed 4 hours later, and
the stomach was opened to calculate the ulcer index
(Kunchandy et al., 1985). The stomachs were recov-
ered from being the subject of an anatomopathologi-
cal study and examined macroscopically to highlight
pathomorphological changes such as congestion, oe-
dema, haemorrhage, and erosion.

Pyloric ligation-induced gastric ulcer

The test was performed as described previously
(Shay et al., 1945). Animals fasted for 24 hours. Three
groups of 6 rats were treated orally with EOSO (250
mg/kg), ranitidine (50 mg/kg), and distilled water
(10 mL/kg), respectively, 30 minutes prior to pyloric
ligation. After the fasting period, the rats were anes-
thetized with ether. The abdomen was opened by a
midline incision below the xiphoid process, and the
pyloric end was ligated. Ligation was performed
without modification of the blood supply of the stom-
ach. The rats were deprived of food and water during
the postoperative period. Four hours after surgery, all
animals were euthanized. The stomachs were opened,
and the contents were collected. The volume of the
gastric contents was measured and then centrifuged
at 1000 rpm for 10 minutes. Free acidity and total
acidity were estimated by titrating 1 mL of superna-
tant with 0.01 N NaOH, using phenolphthalein as an
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indicator. The ulcer index was calculated (Kunchandy
et al., 1985). The stomachs were recovered from being
the subject of an anatomopathological study and ex-
amined macroscopically to highlight pathomorpho-
logical changes such as congestion, oedema, haemor-
rhage, and erosion.

Statistical analysis

The statistical treatment of the data was performed
using XLSTAT version 7.1 software and the IBM SPSS
Statistics version 20 software. The descriptive analysis
was based on the calculation of the means of the per-
centages of the different parameters and the graphic
illustrations. All values were expressed as means +
standard deviation. The results obtained were statisti-
cally analysed by a one-factor and two-factor Analysis
of Variance (ANOVA) followed by a post hoc multi-
ple comparison test of the differences between the
groups by applying the Tukey HSD test. Results were
considered statistically significant if the p-value <0.05.

RESULTS

GC-MS analysis

Quantitative analysis of the composition of EOSO
was performed using the GC-MS method. Table 1
illustrates the most important data of the compounds
(calculated IR, identification of compounds, theoreti-
cal IR, and % GC-MS).

The extraction of EOSO by hydro-distillation
yielded a very fragrant yellow oil. The yield obtained
per 100 g of the plant was 0.3% (v/w). Twenty com-
ponents were characterized, representing 95.44% of
the total oil components detected (Table 1, Fig. S1)

Acute toxicity study

Oral administration of EOSO at doses of 500, 1000,
and 2000 mg/kg body weight did not cause visible
signs of toxicity in the treated rats. No neurological
toxicity or changes in the behaviour were notified. A
normal body weight gain was observed throughout
the experimental period. Thus, EOSO was found to be
non-toxic up to the dose of 2000 mg/kg body weight.

Skin toxicity

Skin toxicity symptoms such as irritation, inflam-
mation, redness, and rash were not observed when
the animals were monitored at 24, 48, and 72 hours. In
addition, neither toxicity nor mortality were recorded
during the 14 days of observation. Consequently, the
concentration of EOSO cream tested (1%) was found
to be safe.
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Table 1. GCMS data from the essential oil of Solenostemma oleifolium.

N° IR? Compounds IR® %GCMS © Identification
1 983 cis-2,6-Dimethyl-2,6-octadiene 0.126 RI, MS
2 1000 trans-2-(2-Pentenyl)furan 1007 0.326 RI, MS
3 1024 D-Limonene 1025 0.903 RI, MS
4 1035 Z-B-Ocimene 1038 0.552 RI, MS
5 1045 E-B-Ocimene 1048 0.949 RI, MS
6 1083 a-Terpinolen 1085 0.885 RI, MS
7 1106 Linalool 1103 57.103 RI, MS
8 1107 1,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7-dimethyl- 1104 1.047 RI, MS
9 1173 Terpinene-4-ol 1174 0.245 RI, MS
10 1190 Terpineol 1189 12.954 RI, MS
11 1212 p-Menth-1-en-9-al 1232 0.430 RI, MS
12 1228 Nerol (cis-Geraniol) 1226 4.678 RI, MS
13 1257 trans-Geraniol 1258 12.658 RI, MS
14 1286 Edulan I, dihydro- 1289 0.679 RI, MS
15 1379 3-Damascenone 1382 0.487 RI, MS
16 1449 Geranyl acetone 1452 0.124 RI, MS
17 1480 -lonene 1483 0.184 RI, MS
18 1713 Pentadecanal 1713 0.441 RI, MS
19 1844 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 1843 0.21 RI, MS
20 1970 n-Hexadecanoic acid 1970 0.462 RI, MS
% Identification 95.443

“Retention indices with respect to C5-C28 n-alkanes calculated on non-polar HP5-MS capillary column. "Retention indices given in the literature
(NIST or Wiley on non-polar HP-MS or DB5-MS capillary column).“Percentage calculated from the peak’s areas of GC chromatogram on non-polar

HP5-MS capillary column.
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Figure 1. (A) % of wound contraction in the function of the post-inoculation days. (B) Epithelialization period in the function of the time (in

days).

Results are expressed as mean + standard deviation (n = 6). Bars with the same letter show no significant difference (p>0.05).
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Wound healing activity

Wound contraction and epithelialization

In order to study the healing properties of the
EOSO-based cream, the evolution of the percentages
of contraction and the average surfaces of the wounds
treated with EOSO 1%, the reference product

https://jppres.com

(Madecassol), and the control were recorded during a
period of 14 days (Fig. 1).

On Dy, no significant difference between the mean
surfaces of the treated wounds was recorded (p=1).
Between D; and Dg, a reduction in the mean surface
areas of the wounds treated locally with EOSO 1%
was recorded compared to the control, with contrac-
tion percentages ranging from 23.76 to 63.13%
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(p<0.0001). However, no difference was noted be-
tween the reduction in the mean surface area of the
wounds treated with Madecassol cream and that of
the control group (p=1.00). From Ds, a significant
reduction in the average surface area of the wounds
treated with EOSO 1% began with reduction percent-
ages of 88.16%, until the complete disappearance of
the wounds from the eleventh day. The mean area of
the wounds of the corresponding control group per-
sisted beyond the fourteenth day, even if it gradually
decreased between the eighth and the twelfth day.

Moreover, the average surface area of the wounds
treated with Madecassol cream decreased moderately
between the fourth and eighth days to reach a signifi-
cant reduction on the twelfth day but persisted be-
yond the thirteenth day (Fig. 1). Wounds treated with

Wound healing reduction by Solenostemma oleifolium

EOSO 1% presented the shortest period of epitheliali-
zation, followed by wounds treated with the standard
Madecassol (Fig. 1).

Fig. 2 shows the evolution in the pictures of the
surfaces of the control wounds, those treated with
EOSO 1%, and those receiving the Madecassol stand-
ard.

Histopathology

Histopathological examination of the control
wounds showed delayed healing, highlighting a hy-
pertrophic epidermis, small cell fibroblast prolifera-
tion, deposition of collagen fibres, and angiogenesis
(Fig. 3A1, A2).

D2

SM

EOSO
1%

C: Control; SM: Standard Madecassol; Dn: n days post-treatment.

Figure 2. Evolution in images of the surfaces of the wounds during the healing activity of the Solenostemma oleifolium essential oil.

Figure 3. Micrograph of the skin, histological sections stained with hematoxylin & eosin (1) and trichrome (2).

(A1) Vehicle, magnification 10x; (A2) Vehicle, 40x; (B1) EOSO 1%, 10x; (B2) EOSO 1%, 40x; (C1) Madecassol, 10x; (C2) Madecassol 40x. (Ea) Atrophic
epidermis, (Eh) Hypertrophic epidermis, (f) Fibroblast, (c) Collagen fibers, (nv) Neo-vessels, and (Fr) rudimentary hair follicles.
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Table 2: Effect of essential oil of Solenostemma oleifolium on aspirin-induced gastric ulcer in rats.

Treatment Dose Ulcer index % Ulcer protection
(mg/kg bw.)

Control NA 7.26 +1.44° _

Standard Ranitidine 50 2.24+0.66° 68.8°

EOSO 250 1.03£0.66° 84.717

Results are indicated as mean + standard deviation (n = 6). The numbers with the same letter in the same column show no

significant difference (P > 0.05). NA: not applicable.

: o NS
(AN ) WA VIR

hematoxylin & eosin.

Circles and arrows indicate the presence of ulcers.

Figure 4. Photograph (1) and micrograph (2) of the stomach on aspirin-induced gastric ulcer in rats, histological sections stained with

(A1) Control; (A2) Control, magnification 10x; (B1) Ranitidine 50 mg/kg, (B2) Ranitidine 50 mg/kg, 4x; (C1) EOSO 250 mg/kg; (€2) EOSO 250 mg/kg, 4x.

Furthermore, histopathological examination of the
wounds treated with the cream based on EOSO 1%
revealed almost complete healing with an atrophic
epidermal coating and a dermal scarring area rich in
collagen fibres, mature fibroblasts, and neo-vessels, as
well as the formation of rudimentary hair follicles
(Fig. 3B1, B2). In addition, the examination of the
wounds treated with the standard drug (Madecassol)
revealed an atrophic epidermal coating with a dermal
area characterized by dominant fibroblastic prolifera-
tion, collagen fibres, and neovascularization (Fig. 3C1,
C2).

Antiulcer activity

Aspirin-induced gastric ulcer

The results of EOSO on aspirin-induced gastric ul-
cers are summarized in Table 2.

https://jppres.com

EOSO exhibited a significant gastro-protective ef-
fect on aspirin-induced ulceration in rats. The oral
administration of EOSO at the dose of 250 mg/kg
caused a significant reduction of the ulcer index,
compared to the control group (p<0.0001), with a
percentage of ulcer protection of 84.71%. In addition,
the reference drug ranitidine (50 mg/kg) resulted in a
significant gastro-protective effect (68.8% inhibition)
comparable to that EOSO at a dose of 250 mg/kg.

Histopathological analysis of the stomachs of the
experimental rats showed the presence of ulcerations
in the untreated control group, unlike the EOSO and
ranitidine groups, in which no lesion was demon-
strated (Fig. 4). These results confirm the recorded
gastro-protective effect.
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Pyloric ligation-induced gastric ulcer

The result of the gastro-protective effect of EOSO
on pyloric ligation-induced gastric ulcers in rats is
shown in Table 3.

Oral administration of EOSO at doses of 250
mg/kg significantly attenuated the gastric volume,
free acidity, total acidity, and ulcer index (p<0.001),
considering the control group, with a percentage of
ulcer protection of 85.54%. Likewise, the antiulcer
effect due to EOSO at the dose of 250 mg/kg was
similar to the effect of ranitidine (50 mg/kg), with an
ulcer protection rate of 79.16%.

Histological examination revealed the absence of
lesions in the groups treated with EOSO and
ranitidine in contrast to the untreated control group,
in which lesions of ulceration and exulceration were
reported (Fig. 5).

DISCUSSION

In this study, the composition, wound healing, and
antiulcer effects of S. oleifolium essential oil were eval-
uated. The chemical composition of EOSO recorded in

Wound healing reduction by Solenostemma oleifolium

our study is like that described previously; insofar as
the two plants were harvested in the same region
(Tamenrasset; Algeria) (Chikhi et al., 2019). However,
the composition of EOSO from Egypt (Ibrahim et al.,
2014) is different from that of Mascara (Algeria)
(Chouitah et al., 2016). These differences in composi-
tion could be due to various environmental factors,
including the nature of the soil, the climatic condi-
tions, the altitude, and the plants growing nearby.
Nevertheless, genetic variations can also participate in
the appearance of different chemical types within the
same species (Chikhi et al., 2019). Healing is the
body’s natural response to an injury, and it takes
place in three successive phases, some of which over-
lap: the vascular and inflammatory phase, the prolif-
erative phase, and the maturation phase (formation of
scar tissue) (Honrado and Murakami, 2005). During
this study, the healing activity of the EOSO was tested
according to the excision wound model. This model is
used for the assessment of wound contraction and
epithelialization (Ximenes et al.,, 2013). The results
obtained indicate that the topical treatment of
wounds with EOSO 1% cream resulted in a significant
healing effect.

Table 3: Effect of essential oil of Solenostemma oleifolium (EOSO) on pyloric ligation-induced gastric ulcer in rats.

Dose Volume of gastric juice  Free acidity Total acidity A Ulcer protection
Treatment Ulcer index
(mg/kgbw)  (mL) (mEq/L) (mEq/L) (%)
Control - 6.50+1.16° 58.33+3.22° 75.43 £3.37% 6.93+1.16° -
Standard ranitidine 50 2.13+0.46° 12.58 +0.54° 28.61+1.37°  1.48+0.94° 79.16°
EOSO 250 2.28+0.15° 12.98 +0.88° 28.98+0.91°  1.59+1.13° 77.65°

Results indicated as are mean + standard deviation (n = 6). The numbers with the same letter in the same column show no significant difference (P > 0.05).

and eosin.

Figure 5. Photograph (1) and micrograph (2) of the stomach on pyloric ligation-induced gastric ulcer.

(A1) Control, (A2) Control, magnification 10x; (B1) Ranitidine 50 mg/kg, (B2) Ranitidine 50 mg/kg, 4x; (C1) EOSO (essential oil of S. oleifolium)
250 mg/kg; (€2) EOSO 250 mg/kg, 4x. Circles and arrows indicate the presence of ulcers. Histological sections were stained with hematoxylin
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The healing effect of EOSO 1% could be attributed
to its antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, and
anti-infective properties. Indeed, free radicals and
oxidative reactions damage tissue and are particularly
present during wound healing (Jha et al, 2012).
Therefore, any substance with antioxidant activity
may enhance wound healing and participate in skin
reparation by destroying free radicals (Pesin Stintar et
al., 2010).

EOSO is mainly composed of monoterpenes,
mainly linalool, a-terpineol, and geraniol, known for
their antioxidant effects. Indeed, the antioxidant effect
of the essential oil of S. oleifolium by free radical scav-
enging was previously demonstrated (Chikhi et al.,
2019).

On the other hand, the inflammatory process is the
normal reaction of the immune system to infection
and/or injury, although it has been implicated in
several pathologic processes development, such as
ulcers and wounds (John-Africa et al., 2014). Several
components in EOSO are at the origin of their anti-
inflammatory and analgesic properties. Previous
studies have demonstrated the anti-inflammatory and
analgesic effects of linalool (Peana et al., 2002), a-
terpineol (de Oliveira et al., 2012), geraniol (Wang et
al., 2016), and nerol (Gonzalez-Ramirez et al., 2016).
These anti-inflammatory and analgesic properties
would reduce pain and oedema in wounds, thus con-
tributing to smooth wound healing.

Numerous studies have indicated that infection
can drastically reduce the healing process by involv-
ing poor granulation and tissue formation, reducing
connective tissue tensile strength, and perturbing
epithelialization (Mulisa et al., 2015). EOSO has anti-
microbial properties thanks to the synergistic action
of its several components. Indeed, the antimicrobial
effect of EOSO was demonstrated in a previous study
(Chouitah et al., 2016).

EOSO has a chemical composition like that of lav-
ender essential oil with the same major component,
linalool. Therefore, EOSO could have the same mech-
anism of action during the wound-healing process.
The growth factor TGF-p is expressed in wounds
treated locally with the essential oil of lavender. In-
deed, TGF-f is characterized by a wide spectrum of
action during the healing process and is responsible
for the stimulation of angiogenesis, induction of fi-
broblast proliferation and their conversion into myo-
fibroblasts, and the synthesis of type I and III collagen
(Mori et al., 2016). A previous study investigated the
expression of growth factors (PDGF and EGF) during
the wound healing process by lavender essential oil
and suggested that PDGF might cause a rapid de-
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crease in granulation tissue, thus accelerating wound
closure, while EGF would be responsible for a pro-
gression of re-epithelialization (Koca Kutlu et al,
2013). Furthermore, high EGF levels have been
demonstrated during the healing process of acetyl
acetate and ethanolic extracts of S. argel (Abdel-
Motaal et al.,, 2022). Confirmation of these mecha-
nisms of action for EOSO will be the subject of our
future study.

Gastric ulcer is a widespread gastrointestinal pa-
thology. Typically, gastric ulcers are due to a discrep-
ancy between hostile elements and the preservation of
mucosal integrity by the interne defense mechanism
(Ahmed et al., 2016). The antiulcer property of EOSO
was studied according to the models of the ulcer in-
duced by aspirin and the ulcer induced by the liga-
ture of the pylorus. Gastric injury is a major re-
striction to the use of NSAIDs (Maruthappan and
Sakthi Shree, 2010). Synthetic NSAIDs can induce
mucosal damage by impairing prostaglandin synthe-
sis, increasing acid secretion, neutrophil infiltration,
changes in nitric oxide (NO) production, generation
of ROS, initiation of lipid peroxidation, and a de-
crease in mucus production, thus leading to bleeding
ulcers (Rozza et al., 2011). In the present study, EOSO
showed a significant gastroprotective effect against
aspirin-induced ulcers. These results indicate that it
exhibits an effective cytoprotective effect, probably by
increasing the secretion of mucus and/or bicarbonate,
inhibiting the formation of ulcers. Effectively, the
gastroprotective effect of the mucilage fraction of this
plant on gastric ulcers induced by ethanol was previ-
ously shown (EI-Shiekh et al., 2021).

The effect of EOSO on gastric secretion was stud-
ied in the pyloric ligation model. In this model, auto-
digestion of the gastric mucosa by the overload of
gastric juices, interference with gastric blood flow,
and destruction of the mucosa are responsible for the
induction of ulcerations (Afroza et al., 2014). In this
study, EOSO clearly reduced gastric volume, free
acidity, total acidity, and ulcer index, thus preventing
ulcer formation. These results suggest its anti-
secretory activity.

Plant extracts constitute valuable sources for the
development of new therapeutic molecules. These
extracts showed interesting results against gastric
ulcer pathology (Sannomiya et al., 2005). It has been
demonstrated that certain monoterpenes present in
essential oils of plant origin have gastroprotective
effects against different ulcerogenic agents (de Car-
valho et al., 2014). EOSO is mainly composed of mon-
oterpenes. Its gastroprotective activity might be due
to the synergy of different compounds of the oil, such
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as linalool, geraniol, nerol, a-terpineol, terpinen-4-ol,
and limonene.

The protective effect of EOSO can be partly due to
its main compound, linalool. Indeed, the antioxidant
and anti-inflammatory actions of linalool could pre-
vent injuries due to aggressive factors. The gastropro-
tective activity of linalool is likely related to its antiox-
idant activity. Indeed, linalool significantly reduced
lipid peroxidation, suggesting that it acts as a reactive
oxygen species scavenger (da Silva et al., 2016).

The presence of geraniol in the composition of
EOSO may also contribute to its gastroprotective ef-
fect. Indeed, geraniol increases the liberation of anti-
oxidant substances and maintains the levels of PGE;
and NO, contributing to the maintenance of gastric
microcirculation (Périco et al.,, 2020). Geraniol also
activates GABA-A and TRPV-1 receptors, thereby
increasing the production of CGRP, which works by
increasing the mucosal blood flow, the mucus pro-
duction, and the intracellular pH of the stomach mu-
cosa (Périco et al., 2020; Wang et al., 2016). Similarly, a
beneficial effect of nerol after induction of gastric
ulcer involving protection against gastric damage and
modulation of the immunological system was shown,
suggesting the gastroprotective potential of this mon-
oterpene (Gonzalez-Ramirez et al., 2016).

Furthermore, the a-terpineol present in EOSO
could contribute to the gastroprotective effect. Indeed,
a previous study indicated a substantial gastroprotec-
tive action against NSAIDs in experimental models
(Souza et al., 2011). The gastroprotective actions of a-
terpineol may include cytoprotective processes (Sou-
za et al., 2011). Finally, the limonene present in EOSO
can also participate in canceling the side effects of
NSAIDs and thus prevent the formation of lesions via
the establishment of a protective coat, increasing the
integrity of the mucosa (Rozza et al., 2011).

In this study, EOSO recorded a remarkable anti-
secretory effect by decreasing gastric volume and
stomach acidity. According to the literature, the mon-
oterpene components mentioned above would not
have an anti-secretory effect (de Assis Oliveira et al.,
2014). Therefore, the anti-secretory activity recorded
could be secondary to the healing of the ulcer. Indeed,
the anti-secretory effect of geraniol secondary to ulcer
healing or an effect on the autoregulation of gastrin
release was previously demonstrated in rats
(Bhattamisra et al., 2019). However, the terpinene-4-ol
from EOSO could participate in the anti-secretory
effect. The anti-secretory effect of terpinen-4-ol pre-
sent in the essential oil of Cryptomeria japonica during
ulcers induced by several mediators was demonstrat-
ed (Matsunaga et al., 2000).
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CONCLUSION

This work demonstrated the wound healing and
the antiulcer properties of S. oleifolium essential oil.
Future studies should focus on the mechanism of
action of this oil during healing and gastroprotection
processes.

CONEFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflicts of interest.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank Dr. Kris Vernelen for the critical read-
ing of the manuscript. This research did not receive any
specific grant from funding agencies in the public, commer-
cial, or not-for-profit sectors.

REFERENCES

Abdel-Motaal FF, Maher ZM, Ibrahim SF, El-Mleeh A, Behery M,
Metwally AA (2022) Comparative studies on the antioxidant,
antifungal, and wound healing activities of Solenostemma
arghel ethyl acetate and methanolic extracts. Appl Sci 12(9):
4121. https:/ /doi.org/10.3390/app12094121

AFMPS - Agence Fédérale des Médicaments et des Produits de
Santé (Belgique) (2010) Formulaire thérapeutique magistral.
Edition 2010. Brussels. https:/ /www.fagg-
afmps.be/sites/default/files/downloads/FTM_Pharmaciens
Edition_2010.pdf [Consulted 20 February 2023].

Afroza B, Iswar H, Jaikumar S, Akila KP, Shefeer KA (2014) Anti-
ulcer activity of polyherbal formulation-RO12 on
experimentally induced ulcer in rats. Int ] Phytopharmacol
5(6): 406-410. http://doi/org/10.21276/ijp

Ahmed MW, Roshan S, Mahammed NL, Mugeem Nasir MA (2016)
Antiulcer effect of Nigella sativa Linn. against gastric ulcers in
rats. Int ] Res Dev Pharm Life Sci 5: 2006-2009.

Benhouhou S (2005) Solenostemma argel (Del.) Hayne. In: A guide to
medicinal plants in North Africa. Centre for Mediterranean
Cooperation, International U CN.
https:/ /portals.iucn.org/library/sites/library/ files/documen
ts/2005-093.pdf

Benmaarouf DK, Pinto DC, China B, Zenia S, Bendesari KB, Ben-
Mahdi MH (2020) Chemical analysis, antioxidant, anti-
inflammatory and antinociceptive effects of acetone extract of
Algerian Solenostemma argel (Delile) Hayne leaves. Int ] Curr
Pharm Res 12(5): 72-81.
https://doi.org/10.22159/ijcpr.2020v12i5.39771

Bhattamisra SK, Yean Yan VL, Koh Lee C, Hui Kuean C,
Candasamy M, Liew YK, Sahub PS (2019) Protective activity of
geraniol against acetic acid and Helicobacter pylori-induced
gastric ulcers in rats. ] Tradit Complement Med 9(3): 206-214.
https:/ /doi.org/10.1016 /].jtcme.2018.05.001

Chikhi I, Dergal F, Gana DM, Dib MEA, Chaker H (2019) Chemical
composition and antioxidant activity of Solenostemma oleifolium
essential oil from Southern Algeria. ] Appl Biotechnol Rep
6(2): 50-54. https:/ /doi.org/10.29252 /jabr.06.02.02

Chouitah O, Meddah B, Aoues A, Sonnet P (2016) Chemical
composition and antimicrobial activities of the essential oil
from leaves of Solenostemma argel. Int ] Biosci 9(6): 360-365.
https://doi.org/10.12692/ijb/9.6.360-365

da Silva FV, de Barros Fernandes H, Oliveira IS, Viana AF, da Costa
DS, Lopes MT, Lira M, Quintans-Janior LP, Sousa AA,
Oliveira RCM  (2016)  Beta-cyclodextrin ~ enhanced

J Pharm Pharmacogn Res (2024) 12(1): 116


https://jppres.com/
https://doi.org/10.3390/app12094121
https://www.fagg-afmps.be/sites/default/files/downloads/FTM_Pharmaciens_Edition_2010.pdf?fbclid=IwAR1KD-RXy01lVGyvE3v5wCCZzpg7cOQg6CQccAFqpNjj55_abqyHYz4ml3k
https://www.fagg-afmps.be/sites/default/files/downloads/FTM_Pharmaciens_Edition_2010.pdf?fbclid=IwAR1KD-RXy01lVGyvE3v5wCCZzpg7cOQg6CQccAFqpNjj55_abqyHYz4ml3k
https://www.fagg-afmps.be/sites/default/files/downloads/FTM_Pharmaciens_Edition_2010.pdf?fbclid=IwAR1KD-RXy01lVGyvE3v5wCCZzpg7cOQg6CQccAFqpNjj55_abqyHYz4ml3k
http://doi/org/10.21276/ijp
https://portals.iucn.org/library/sites/library/files/documents/2005-093.pdf
https://portals.iucn.org/library/sites/library/files/documents/2005-093.pdf
https://doi.org/10.22159/ijcpr.2020v12i5.39771
https://doi.org/10.1016/j.jtcme.2018.05.001
https://doi.org/10.29252/jabr.06.02.02
https://doi.org/10.12692/ijb/9.6.360-365

Benmaarouf et al.

gastroprotective effect of (-)-linalool, a monoterpene present in
rosewood essential oil, in gastric lesion models. Naunyn
Schmiedebergs Arch  Pharmacol 389(11):  1245-1251.
https:/ /doi.org/10.1007 /s00210-016-1298-3

de Assis Oliveira F, Andrade LN, de Sousa EB, de Sousa DP (2014)
Antiulcer activity of essential oil constituents. Molecules 19(5):
5717-5747. https:/ / doi.org/10.3390 / molecules19055717

de Carvalho KI, Bonamin F, Dos Santos RC, Périco LL, Beserra FP,
de Sousa DP, Filho JMB, Rocha LRM, Hiruma-Lima CA (2014)
Geraniol-a flavoring agent with multifunctional effects in
protecting the gastric and duodenal mucosa. Naunyn
Schmiedebergs ~ Arch ~ Pharmacol  387(4):  355-365.
http:/ /doi.org/10.1007/s00210-013-0947-z

de Oliveira MG, Marques RB, de Santana MF, Santos AB, Brito FA,
Barreto EO, Damido PS, Fernanda RCA, Badaué-Passos Jr,
Angelo RA, Quintans-Junior JL (2012) a-terpineol reduces
mechanical hypernociception and inflammatory response.
Basic Clin  Pharmacol  Toxicol — 111(2):  120-125.
https://doi.org/10.1111/j.1742-7843.2012.00875.x

El-Shiekh RA, Salama A, Al-Mokaddem AK, Abdel-Sattar EA
(2021) Gastroprotective effect of mucilage fraction from
Solenostemma argel via cytoprotection and attenuation of
oxidative stress, inflammation and apoptosis. ] Herbmed

Pharmacol 10(2): 232-240.
https:/ /doi.org/10.34172/1hp.2021.26
George BP, Parimelazhagan T, Chandran R (2014) Anti-

inflammatory and wound healing properties of Rubus
fairholmianus Gard. root—an in vivo study. Ind Crops Prod 54:
216-225. https:/ /doi.org/10.1016/j.indcrop.2014.01.037

Gonzélez-Ramirez AE, Gonzalez-Trujano ME, Orozco-Suérez SA,
Alvarado-Vésquez N, Lopez-Muiioz FJ (2016) Nerol alleviates
pathologic markers in the oxazolone-induced colitis model.
Eur ] Pharmacol 776: 81-89.
https:/ /doi.org/10.1016/j.ejphar.2016.02.036

Gushiken LFS, Rozza AL, Vieira AJ, Beserra FP, Pellizzon CH
(2016) Essential oils and their use in skin wound healing. In:
Gupta VK, ed. Natural Products: Research Reviews. 1st ed.
Vol 3. New Delhi: Daya Publishing House, pp. 501-513.

Hegde DA, Khosa RL, Goel RK (1994) Antiulcer and cytoprotective
action of Wedelia calendulacea Less. Anc Sci Life 14(1-2): 77-81.
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/ PMC3336508 /

Honrado CP, Murakami CS (2005) Wound healing and physiology
of skin flaps. Facial Plast Surg Clin North Am 13(2): 203-214.
https:/ /doi.org/10.1016 /j.fsc.2004.11.007

Ibrahim ME, Ahmed SS, El-Sawi SA, Khalid KA (2014)
Investigation of essential oil extracted from Solenstemma arghel
(Dellile) Hayne. J Essent Oil Bear Plants 17(4): 629-632.
https:/ /doi.org/10.1080/0972060x.2014.892842

Innocenti G, Dall’acqua S, Sosa S, Altinier G, Della Loggia R (2005)
Topical anti-inflammatory activity of Solenostemma argel
leaves. ] Ethnopharmacol 102(2): 307-310.
https:/ /doi.org/10.1016 /1.jep.2005.06.007

Jha M, Sharma V, Ganesh N (2012) Antioxidant and wound healing
potential of Pistia stratiotes L. Asian Pac ] Trop Dis 2 Suppl 2:
5579-5584. https:/ /doi.org/10.1016/s2222-1808(12)60225-4

John-Africa LB, Yahaya TA, Isimi CY (2014) Antiulcer and wound
healing activities of Sida corymbosa in rats. Afr ] Tradit
Complement Altern Med 11(1): 87-92.
https:/ /doi.org/10.4314 /ajtcam.v11i1.12

Koca Kutlu A, Cecen D, Giirgen SG, Saymn O, Cetin F (2013) A
comparison study of growth factor expression following
treatment with transcutaneous electrical nerve stimulation,
saline solution, povidone-iodine, and lavender oil in wounds
healing. Evid Based Complement Alternat Med 2013: 361832.
https:/ /doi.org/10.1155/2013 /361832

https://jppres.com

Wound healing reduction by Solenostemma oleifolium

Kunchandy ], Khanna S, Kulkarni SK (1985) Effect of alpha2
agonists clonidine, guanfacine and B-HT 920 on gastric acid
secretion and ulcers in rats. Arch Int Pharmacodyn Ther 275:
123-138. https:/ /pubmed.ncbi.nlm.nih.gov /2862848 /

Lin KJ, Garcfa Rodriguez LA, Hernandez-Diaz S (2011) Systematic
review of peptic ulcer disease incidence rates: Do studies
without validation provide reliable estimates?
Pharmacoepidemiol Drug Saf 20(7): 718-728.
https:/ /doi.org/10.1002/pds.2153

McLafferty FW (2011) Wiley Registry 9t edition/NIST 2011 Mass
Spectral library (upgrade) DVD ROM, Hoboken, USA: Wiley
editions.

Maruthappan V, Sakthi Shree K (2010) Antiulcer activity of
aqueous suspension of Saraca indica flower against gastric
ulcers in albino rats. ] Pharm Res 3: 17-20.

Matsunaga T, Hasegawa C, Kawasuji T, Suzuki H, Saito H, Sagioka
T, Takahashi R, Tsukamoto H, Morikawa T, Akiyama T (2000)
Isolation of the antiulcer compound in essential oil from the
leaves of Cryptomeria japonica. Biol Pharm Bull 23: 595-598.
https:/ /doi.org/10.1248 /bpb.23.595

Mori HM, Kawanami H, Kawahata H, Aoki M (2016) Wound
healing potential of lavender oil by acceleration of granulation
and wound contraction through induction of TGF-f in a rat
model. BMC Complement Altern Med 16: 144.
https:/ /doi.org/10.1186/s12906-016-1128-7

Mulisa E, Asres K, Engidawork E (2015) Evaluation of wound
healing and anti-inflammatory activity of the rhizomes of
Rumex  abyssinicus J. (Polygonaceae) in mice. BMC
Complement Altern Med 15: 341.
https:/ /doi.org/10.1186/s12906-015-0878-y

Nayak BS, Anderson M, Pinto Pereira LM (2007) Evaluation of
wound-healing potential of Catharanthus roseus leaf extract in
rats. Fitoterapia 78(7-8): 540-544.
https:/ /doi.org/10.1016/].fitote.2007.06.008

OECD (2002) Test No. 420: Acute Oral Toxicity - Fixed Dose
Procedure, OECD Guidelines for the Testing of Chemicals.
Paris: OECD Publishing.
https:/ /doi.org/10.1787/9789264070585-en

OECD (2017) Test No. 402: Acute Dermal Toxicity, OECD
Guidelines for the Testing of Chemicals. Paris: OECD
Publishing. https://doi.org/10.1787/9789264070943-en

Parrah JD, Moulvi BA, Gazi MA, Makhdoomi DM, Athar H,
Hussain Dar S, Mir AQ (2013) Gastric ulceration in dog: A
review. Vet World 6(7): 449-454.
https:/ /doi.org/10.5455/ vetworld.2013.449-454

Peana AT, D’Aquila PS, Panin F, Serra G, Pippia P, Moretti MD
(2002) Anti-inflammatory activity of linalool and linalyl
acetate constituents of essential oils. Phytomedicine 9(8): 721-
726. https:/ /doi.org/10.1078/094471102321621322

Percie du Sert N, Ahluwalia A, Alam S, Avey MT, Baker M, Browne
W] (2020) Reporting animal research: explanation and
elaboration for the ARRIVE guidelines 2.0. PLoS Biol 18(7):
e€3000411. https:/ /doi.org/10.1371/journal.pbio.3000411

Périco LL, Emilio-Silva MT, Ohara R, Rodrigues VP, Bueno G,
Barbosa-Filho JM, Rocha LRM, Batista LM, Hiruma-Lima CA
(2020) Systematic analysis of monoterpenes: Advances and
challenges in the treatment of peptic ulcer diseases.
Biomolecules 10(2): 265.
https:/ /doi.org/10.3390 /biom10020265

Pesin Stintar I, Kiipeli Akkol E, Yilmazer D, Baykal T,
Kirmizibekmez H, Alper M, Kirmizibekmez H (2010)
Investigations on the in vivo wound healing potential of
Hypericum perforatum L. ] Ethnopharmacol 127(2): 468-477.
https:/ /doi.org/10.1016 /i.jep.2009.10.011

Rozza AL, de Mello Moraes T, Kushima H, Tanimoto A, Marques
MO, Bauab TM, Hiruma-Lima CA, Pellizzon CH (2011)

J Pharm Pharmacogn Res (2024) 12(1): 117


https://jppres.com/
https://doi.org/10.1007/s00210-016-1298-3
https://doi.org/10.3390/molecules19055717
http://doi.org/10.1007/s00210-013-0947-z
https://doi.org/10.1111/j.1742-7843.2012.00875.x
https://doi.org/10.34172/jhp.2021.26
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2014.01.037
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2016.02.036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3336508/
https://doi.org/10.1016/j.fsc.2004.11.007
https://doi.org/10.1080/0972060x.2014.892842
https://doi.org/10.1016/j.jep.2005.06.007
https://doi.org/10.1016/s2222-1808(12)60225-4
https://doi.org/10.4314/ajtcam.v11i1.12
https://doi.org/10.1155/2013/361832
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2862848/
https://doi.org/10.1002/pds.2153
https://doi.org/10.1248/bpb.23.595
https://doi.org/10.1186/s12906-016-1128-7
https://doi.org/10.1186/s12906-015-0878-y
https://doi.org/10.1016/j.fitote.2007.06.008
https://doi.org/10.1787/9789264070585-en
https://doi.org/10.1787/9789264070943-en
https://doi.org/10.5455/vetworld.2013.449-454
https://doi.org/10.1078/094471102321621322
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000411
https://doi.org/10.3390/biom10020265
https://doi.org/10.1016/j.jep.2009.10.011

Benmaarouf et al.

Gastroprotective mechanisms of Citrus lemon (Rutaceae)
essential oil and its majority compounds limonene and p-
pinene: involvement of heat-shock protein-70, vasoactive
intestinal peptide, glutathione, sulthydryl compounds, nitric
oxide and prostaglandin Ez. Chem Biol Interact 189(1-2): 82-89.
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2010.09.031

Sannomiya M, Fonseca VB, da Silva MA, Rocha LR, Dos Santos LC,

Hiruma-Lima CA, Souza Brito W, Vilegas (2005) Flavonoids
and antiulcerogenic activity from Byrsonima crassa leaves
extracts. J Ethnopharmacol 97(1): 1-6.
http:/ /doi.org/10.1016/i.jep.2004.09.053

Wound healing reduction by Solenostemma oleifolium

Sumbul S, Ahmad M, Asif M, Akhtar M (2011) Role of phenolic
compounds in peptic ulcer: An overview. ] Pharm Bioallied
Sci 3(3): 361-367. https:/ /doi.org/10.4103/0975-7406.84437

Teixeira MC, Lopes M], de Sousa-Junior DL, Ribeiro AE, Pereira BS,
de Aquino PE, Aquino NC, Silveira ER, Leal LK, Viana GS
(2020) Evaluation of the healing potential of Myracrodruon
urundeuva in wounds induced in male rats. Rev Bras
Farmacogn 30(2): 214-223. https://doi.org/10.1007/s43450-
020-00025-5

Wang ], Su B, Zhu H, Chen C, Zhao G (2016) Protective effect of

Shay H, Komarov SA, Fels SS, Meranze D, Gruenstein M, Siplet H
(1945) A simple method for the uniform production of gastric
ulceration in the rat. Gastroenterology 5(4): 43-61.

Souza R, Cardoso M, Menezes C, Silva ], De Sousa D, Batista |
(2011) Gastroprotective activity of a-terpineol in two
experimental models of gastric ulcer in rats. Daru 19: 277-281.
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/ PMC3304384 /

geraniol inhibits inflammatory response, oxidative stress and
apoptosis in traumatic injury of the spinal cord through
modulation of NF-xB and p38 MAPK. Exp Ther Med 12(6):
3607-3613. https:/ /doi.org/10.3892/etm.2016.3850

Ximenes RM, de Morais Nogueira L, Cassundé NM, Jorge R], dos

Santos SM, Magalhaes LP, Silva MR, Viana GSB, Araujo RM,
Sena KXFR, Albuquerque JFC, Martins RD (2013)
Antinociceptive and wound healing activities of Croton
adamantinus Mull. Arg. essential oil. ] Nat Med 67(4): 758-764.
https:/ /doi.org/10.1007/s11418-012-0740-1

AUTHOR CONTRIBUTION:

Contribution

Benmaarouf D

ChinaB

Aliboudhar H

Zenia S Bensedira H Bouzid K SlimaniA Ben-Mahdi M

Concepts orideas

Design

Definition of intellectual content
Literature search

Experimental studies

Data acquisition

Data analysis

Statistical analysis

Manuscript preparation
Manuscript editing

Manuscript review

X

Citation Format: Benmaarouf D, China B, Aliboudhar H, Boulahlib S, Zenia S, Bensedira H, Bouzid K, Slimani A, Ben-Mahdi M (2024) Wound healing
and antiulcer activities of Solenostemma oleifolium (Nectoux) Bullock & E.A.Bruce ex Maire essential oil in rats. J Pharm Pharmacogn Res 12(1): 107-

119. https://doi.org/10.56499/jppres23.1660_12.1.107

Publisher’s Note: All claims expressed in this article are solely those of the authors and do not necessarily represent those of their affiliated organizations, or those of the
publisher, the editors and the reviewers. Any product that may be evaluated in this article, or claim that may be made by its manufacturer, is not guaranteed or endorsed

by the publisher.

Open Access: This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License (http://creativecommons.org/ licenses/by/4.0/), which permits use,
duplication, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative
Commons license and indicate if changes were made.

https://jppres.com

J Pharm Pharmacogn Res (2024) 12(1): 118



https://jppres.com/
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2010.09.031
http://doi.org/10.1016/j.jep.2004.09.053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3304384/
https://doi.org/10.4103/0975-7406.84437
https://doi.org/10.1007/s43450-020-00025-5
https://doi.org/10.1007/s43450-020-00025-5
https://doi.org/10.3892/etm.2016.3850
https://doi.org/10.1007/s11418-012-0740-1
https://doi.org/10.56499/jppres23.1660_12.1.107

Benmaarouf et al. Wound healing reduction by Solenostemma oleifolium

Supplementary data
Abundance
- ’U AM‘AL o T - I . M A 4 . rl . — IV
Figure S1. Chromatogram of Solenostemma oleifolium essential oil.

https://jppres.com J Pharm Pharmacogn Res (2024) 12(1): 119


https://jppres.com/

Journal of

Applied Biotechnology
Reports

J Appl Biotechnol Rep. 2023 June;10(2):976-983

@ 10.30491/JABR.2023.385652.1606

s Original Article

In vivo Acute Toxicity, Analgesic Activity and Phytochemical
Characterization of Solenostemma argel (Del) Hayne Essential Oil

Daouia Keltoum Benmaarouf ", Bernard China? ", Diana C. G. A. Pinto 3, Hamza Aliboudhar 4, Soumiya
Boulahlib 4, Safia Zenia ', Hanane Bensedira ®, Kheira Bouzid >, Meriem H. Ben-Mahdi’

! Unit for Evaluating the Efficacy of Pharmacological Molecules and Developing Alternative Strategies, Animal Health and
Production Research Laboratory, Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire, Algiers, Algeria

2Sciensano, Belgian Institute of Health, Wystmanstreet 14, 1050 Brussels, Belgium

3 LAQV-REQUIMTE & Department of Chemistry, University of Aveiro, Campus de Santiago, 3810-193 Aveiro, Portugal

4 Organic Functional Analysis Laboratory, Faculty of Chemistry, University of Science and Technology Houari Boumediene, BP
32, El Alia, Bab Ezzouar, 16111 Algiers, Algeria

5> Department of Pathology, Beni Messous Hospital, Algiers, Algeria

Corresponding Author: Daouia Keltoum Benmaarouf, PhD, Unit for Evaluating the Efficacy of Pharmacological Molecules and
Developing Alternative Strategies, Animal Health and Production Research Laboratory, Ecole Nationale Supiirieure Vitirinaire,
Algiers, Algeria. Tel: +21321988600, E-mail: d.benmaarouf@gmail.com

Received February 14, 2023; Accepted May 22, 2023; Online Published June 18, 2023

Abstract

Introduction: So/lenostemma argel is a Saharan plant used in traditional medicine to cure pain. The present work investigated the quantitative
analysis of the composition of the essential oil of S. arge/leaves (EOSA) as well as its acute toxicity and anti-nociceptive activity.

Materials and Methods: The chemical characterization of EOSA was carried out by GC-MS and NMR. EOSA acute oral toxicity study was
performed according to the OECD-420 method. EOSA anti-nociceptive activities were evaluated by acetic acid-induced abdominal writhing
test, hot plate test, and formalin test.

Results: Twenty components were identified by GC-MS including Linanool (57.10%), terpineol (12.95%), trans-geraniol (12.65%), and nerol
(4.67%). The main compound linalool was isolated by NMR. The EOSA at 250 and 400 mg/kg significantly attenuated acetic acid-induced
writhing by 72.71 and 92.41%, respectively. Moreover, Ingestion of EOSA at doses of 250 and 400 mg/kg caused a significant and dose-
dependent anti-nociceptive effect in both neurogenic and inflammatory phases of formalin-induced licking. EOSA impacts the pain latency in
the hot plate test.

Conclusions: The results of this study showed that EOSA has an anti-nociceptive effect on central and peripheral pain.

Keywords: GC-MS, NMR, Acute Toxicity, Analgesic, Solenostemma arge/
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Introduction

Pain is one of the most widespread and important health
problems due to its prevalence and the disability it can
induce. The main role of pain is the protection of the
organism against stimuli capable of damaging tissues
through the activation of reflex mechanisms of spinal
withdrawal.! Indeed, acute pain serves as an alarm and has
the merit of protecting the body against harmful stimuli,
while chronic pain can be a harbinger of inflammatory
diseases or tissue damage such as nerve damage in the case
of neuropathic pain.?

Analgesic drugs are amply used for the treatment of pain.
However, their overuse leads to side effects particularly liver
and kidney damage, gastrointestinal disorders, addiction, and
respiratory discomfort. Recently, many natural products
from medicinal plants were shown as effective and safe for

the treatment of various diseases with pain.® In the search for
new active molecules against pain, essential oils can
represent an interesting source thanks to their richness in
active components.

S. argel is a Saharan plant growing in the desert zones of
Algeria, Libya, and Egypt.*® In southern Algeria it is one of
the most used plants in traditional medicine by the Hoggar
people to treat various symptoms including pain.® The aerial
parts of S. argel have been used traditionally in different
preparations for the treatment of pain related to stomach
ache, kidney pain,” neuralgia, sciatica,® and rheumatism.®
Effectively, in our precedent study, we proved the
effectiveness of acetone extract from the leaves of S. argel
on peripheral and central pain.® Another study carried out by
Mudawi and collaborators also demonstrated the analgesic

Copyright © 2023 The Author(s). This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly
cited.
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effect of the aqueous extract of S. argel on a mouse model.®

This study was undertaken with the aim of highlighting for
the first time the analgesic effect of the essential oil of S.
argel (EOSA).

Materials and Methods

Chemicals and Drugs

Acetic acid, formalin, the standard drugs indomethacin, and
morphine sulphate were purchased from Sigma Aldrich
Corporation (St. Louis, MO, USA).

Plant

S. argel was collected in January 2021 at Abalessa,
Tamanrasset (22° 47' 13" North, 5° 31’ 38" East) - Algeria.
The plants were dried at room temperature, in a dry and
aerated place. The identification of the studied plant was
carried out by the botanical department of the “Ecole Nationale
Supérieure d’Agronomie” (ENSA) in Algiers, Algeria and
they delivered us a certificate of identification. Voucher
specimens were deposited in the herbarium of “Santé et
Productions Animales” Laboratory of the “Ecole Nationale
Supérieure Vétérinaire” of Algiers (SPA.031).

Extraction of the Essential Qil

Extraction of the essential oil of S. argel was performed by
hydrodistillation using a Clevenger-type apparatus. One
hundred and fifty grams of crushed leaves are put in a 1000
ml round flask and then distilled water added to the leaves.
The mixture is hydrodistilled for 4 h. The resulting oil was
stored in an amber bottle at 4 °C until use. The percentages
of EOSA were calculated as volume (ml) of EOSA per 100 g
of S. argel leaves (viw).

GC-MS Analysis

EOSA was analysed by GC-MS. The GC-MS analysis was
carried out using an Agilent Technologies 7890A series gas
chromatography interface with Agilent 5975 C mass selective
detector. Instrument and data acquisition performed with
Chem-station software (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, USA).

The analytical capillary column was HP5-MS (30 m x 0.25
mm i.d, 0.25 mm film thickness). The injector temperature
was 250 °C and injection volume was 0.2 pl and the split
ratio 1:50. The over-temperature program was 60 °C for 8
min, 2 °C/min to 250 °C for 20 min. The temperature of the
MS source and quadrupole source was respectively 230 °C
and 150 °C, impact of the ionization mode was 70 eV and
over a scan range of 29-550.

Identification of compounds was carried out based on the
GC retention indices calculated from a series of alkanes
injected under the same conditions with the sample, and by
comparing the mass spectra with those of the Wiley 7 NIST
2006 library. The percentage of EOSA compounds was

calculated from the GC peak areas.

NMR Analysis

NMR spectra were recorded on a Bruker Avance 300
spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) (300.13
MHz for *H and 75.47 MHz for 3C). Tetramethylsilane
(TMS) was used as the internal standard. The chemical shifts
(0, ppm) described for each compound were obtained at
room temperature in a solution of deuterated chloroform
(CDCls).

Unequivocal *C NMR assignments were made with the
aid of 2D gHSQC and gHMBC (delays for one-bond and
long-range J C/H couplings were optimised for 145 and 7
Hz, respectively) experiments.

Animals

Healthy Wistar albino rats (150-200 g) and Swiss albino
mice (20-30 g) of both sexes (Institute Pastor of Algiers,
Algeria). All animals were housed in an animal room under
standard laboratory conditions of temperature (25 + 2 °C),
relative humidity (55 £ 1%), 12 h light/dark cycle, and fed
with standard pelleted food and water ad libitum. The study
was permitted by the scientific council of “Santé et
Productions Animales” Research Laboratory of the Higher
Veterinary School of Algiers, in accordance with the
ARRIVE guidelines 2.0.1°

Acute Toxicity Study

An acute oral toxicity study was performed following the
guidelines of the Organization for Economic Co-operation
and Development.* Nulliparous and non-pregnant healthy
female rats were used for this study. The rats were divided
into three groups with five animals in each group. A single
dose of the essential oil of S. argel (EOSA) (500, 1000, and
2000 mg/kg) was administered to overnight fasted rats,
while the control group received vegetable oil (10 ml/kg).
Animals were observed individually during the entire
experimental period, for any behavioural and neurological
changes as a sign of acute toxicity. For 14 days, the animals
were weighed, and the number of deaths was considered. On
the 14th day, blood samples are taken to analyse some
biochemical parameters including urea, creatinine, AST,
ALT, alkaline phosphatase, total protein, and albumin. Then,
the rats were sacrificed, dissected and different organs
(hearts, livers, kidneys, lungs, and spleens) were histologically
analysed.

Analgesic Activity

Writhing Test in Mice

The assay was performed according to the previously
described.®*? Briefly, the nociceptive effect caused by the
injection of acetic acid was detected by observing abdominal
writhing associated with stretching of the whole body. Four
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groups of 6 mice each were treated with EOSA (250 and 400
mg/kg, p.o.), indomethacin (10 mg/kg p.o.), and vegetable
oil (10 ml/kg, p.0.). The significant reduction in writhes the
number of treated groups was compared to that of the
control and standard groups.

Formalin Test

The formalin test was carried out as previously described.®*3
Briefly, four groups of 6 rats, each one was treated orally
with vegetable oil (10 ml/kg), Morphine (10 mg/kg), and
EOSA (250-400 mg/kg). One hour after treatment, rats were
injected with 50 pl of 2.5% formalin (in 0.9% saline) in the
ventral surface of the right hind paw and the duration of paw
licking was determined 0-5 min (first phase), and 20-25 min
(second phase) after formalin injection. A nociceptive score
was determined for each phase by measuring the amount of
time spent biting/licking of the injected paw.

Hot Plate Test

The test was performed as previously described.® Four
groups of 6 mice each were treated with EOSA (250 and 400
mg/kg, p.o.), morphine (10 mg/kg p.o.), and vegetable oil
(10 ml/kg, p.o.). Briefly, the time (seconds) for paw licking

Table 1. GC-MS Data from the Essential Oil of S. arge/

or jumping was taken as reaction time and was measured in
regular time intervals and the reaction strength of each rat
was determined before and after drug treatment at 30 min,
60 min, and 120 min. The groups administered with tested
extract were compared to control and standard drug
groups.t4

Statistical Analysis

The statistical treatment of the data was carried out on the
XLSTAT Version 7.1 software and the IBM SPSS Statistics
Version 20 software. All values were expressed as means *
standard deviation. The results obtained were statistically
analyzed by a one-factor and two-factor ANOVA followed
by a post hoc multiple comparison tests of the differences
between the groups by applying the Tukey HSD test. Results
were considered statistically significant at p<0.05.

Results

GC-MS Analysis

The composition of the EOSA was performed using the GC-
MS method. Table 1 illustrated the more important data of
the compounds (Calculated IR, identification of compounds,
theoretical IR, and %GC-MS).

N° IR? Compounds IRP %GC-MS © Identification
1 983 cis-2,6-Dimethyl-2,6-octadiene 0.126 RI, MS
2 1000 trans-2-(2-Pentenyl)furan 1007 0.326 RI, MS
3 1024 D-Limonene 1025 0.903 RI, MS
4 1035 Z-B-Ocimene 1038 0.552 RI, MS
5 1045 E-B-Ocimene 1048 0.949 RI, MS
6 1083 a-Terpinolen 1085 0.885 RI, MS
7 1106 Linalool 1103 57.103 RI, MS
8 1107 1,5,7-Octatrien-3-ol, 3,7-dimethyl- 1104 1.047 RI, MS
9 1173 Terpinene-4-ol 1174 0.245 RI, MS
10 1190 Terpineol 1189 12.954 RI, MS
11 1212 p-Menth-1-en-9-al 1232 0.430 RI, MS
12 1228 Nerol (cis-Geraniol) 1226 4.678 RI, MS
13 1257 trans-Geraniol 1258 12.658 RI, MS
14 1286 Edulan I, dihydro- 1289 0.679 RI, MS
15 1379 B-Damascenone 1382 0.487 RI, MS
16 1449 Geranyl acetone 1452 0.124 RI, MS
17 1480 B-lonene 1483 0.184 RI, MS
18 1713 Pentadecanal 1713 0.441 RI, MS
19 1844 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 1843 0.21 RI, MS
20 1970 n-Hexadecanoic acid 1970 0.462 RI, MS
% ldentification 95.443

aRetention indices with respect to C5-C28 n-alkanes calculated on non-polar HP5-MS capillary column; PRetention indices given in literature (NIST or Wiley
on non-polar HP-MS or DB5-MS capillary column); <Percentage calculated from the peaks areas of GC chromatogram on non-polar HP5-MS capillary column.

The extraction of the essential oil from the leaves of S.
argel by hydrodistillation yielded a very fragrant yellow oil.
The yield obtained per 100 g of the plant is 0.3% (v/w).
Twenty components were identified, representing 95.44% of
the total EOSA components characterized.

NMR Analysis
The main component of EOSA revealed by GC-MS analysis
was linalool. To confirm that, the essential oil was analysed

by NMR spectroscopy. The *H NMR clearly shows the three
methyl groups and the vinylic protons at the expected
chemical shifts (Figure 1).

In the vinylic system composed of carbons C-1 and C-2, it
is obvious that the two protons linked to carbon C-1 are not
equivalent and appear at 5 5.05 and 5.23 ppm with coupling
constants typical of geminated protons (J = ~1 Hz) and a
vicinal coupling constant typical of a cis (J = ~11 Hz) and
trans (J = ~15 Hz) configuration. These last constants are a

http://www.biotechrep.ir
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result of the coupling with proton H-2, which appears as a
double doublet at 6 5.91 ppm and allows the identification of
the proton H-1s 6 5.05 ppm and H-1ians 5.23 ppm (Figure 1).

These identifications could be confirmed by the two-
dimensional NMR experiments. The other protons could
also be detected by these experiments, which also allowed
the confirmation of proton H-6 assignment and the methyl
group identification. The **C NMR spectrum also confirms
the linalool structure and using both the HSQC and HMBC
spectra was possible to identify the most relevant signs, from
which carbon C-3 at & 74 ppm can be highlighted.

Acute Toxicity

The results of the EOSA acute toxicity study are shown in
Tables 2 and 3. Oral administration of EOSA at doses of
500, 1000, and 2000 mg/kg did not cause any visible
symptoms of toxicity in the treated rats. No neurological
toxicity or behavioural changes were observed and a

progressive body weight gain was noted throughout the
experimental period.

Furthermore, no significant differences were revealed
regarding the levels of biochemical parameters of blood
serum, except for AST (p<0.002) and ALT (p<0.002) values
recorded at a dose of 2000 mg/kg compared to the control.

At the end of the test, control rats and those treated with
EOSA at different doses were autopsied and their liver,
kidneys, lungs, spleen, and heart were histopathological
examined. The post-mortem examination revealed that the
size, colour, and shape of the various organs removed in situ
were normal, and no lesions of ischemic necrosis or a focus
suspected of tissue damage were observed.

Histopathological examination from the control rats
revealed no abnormality of the lesions. However, the hepatic
lesions detected in rats treated with EOSA appeared at a
dose of 2000 mg/kg and are described by light and focal
venous stasis (Figure 2).
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Figure 1. "H NMR Spectrum of Solenostemma argel Essential Oil.

Table 2. Monitoring Body Weight (g) of Rats during the Toxicity Study

Control EOSA
500 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg
0 day 183 = 1.224 177.6 £ 1.140 177.6 = 0.547 178.4 = 1.140
7th day 183.6 = 4.393 185.6 £ 1.816 186.8 = 1.303 186 + 1.581
14th day 191.4 + 2.880 186.8 + 3.563 193.8 + 3.563 192.8 + 4.024
Table 3. Biochemical Parameters of Blood Serum during the Toxicity Study
Control EOSA
ontro 500 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg
Urea (g/L) 0.446 + 0.07 0.448 + 0.06 0.484 + 0.07 0.461 £ 0.07
Creatinine (mg/L) 11.306 + 0.38 9.15+ 1.28 9.390 + 0.84 8.260 + 1.71
ALP (U/L) 133.94 + 6.92 94.358 + 19.25 99.82 + 27.14 101.44 £ 16.95
ALT (U/L) 51.78 + 4.742 68.694 + 14.71 106.72 + 45.98 128.38 £ 24.93b
AST (U/L) 62.16 + 6.442 84.4 £ 18.94 114.76 + 24.09 146.34 £ 19.40°
Total protein (g/L) 70.18 = 1.30 62.052 +6.16 56.242 + 7.48 60.632 + 8.76
Albumin (g/L) 31.54 £ 1.71 40.224 + 4.28 33.244 £ 2.78 34914 + 3.16

Values are expressed as mean + Standard deviation (n = 5). The numbers with the same letter show no significant difference (p>0.05).
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Figure 2. Histopathological Analysis of Liver and Lungs Treated with EOSA in the Acute Toxicity stained with Hematoxylin and Eosin Method
(H&E). (A) Control: normal liver parenchyma x4; (B) EOSA 2000 mg/kg: focal venous stasis x10; (C) Control: normal lung parenchyma x10; (D)
EOSA 1000 and 2000 mg/kg: peripheral emphysema x10. D: Dilatation, Em: Emphysema.

Furthermore, an anatomopathological examination of the
lungs described discrete and slight pulmonary lesions in the
form of oedematous alveolitis and peripheral emphysema
observed at doses of 1000 and 2000 mg/kg (Figure 2). At the
end, the anatomopathological examination of the kidneys,
heart, and spleen unveiled the absence of toxic lesion for all
the doses tested.

Analgesic Activity

Writhing Test in Mice

The effect of EOSA on peripheral pain is shown in Table 4.
The oral administration of EOSA at doses of 250 and 400
mg/kg generated an important dose-dependent diminution in
the number of writhing induced by intraperitoneal injection
of acetic acid compared to the control group (p<0.0001),
with an inhibition rate of cramps of 72.71 and 92.41%,
respectively. In addition, the reference drug resulted in a

Table 4. Effect EOSA on Writhing Test in Mice

significant analgesic effect similar to that of EOSA at a dose
of 250 mg/kg.

Formalin Test

As illustrated in Figure 3, EOSA caused an important dose-
dependent inhibition of both neurogenic and inflammatory
phases of the formalin test at doses of 250 and 400 mg/kg
compared to the control (p<0.0001). In the early phase, the
percentage of inhibition recorded was 55.6 and 77.8%
respectively, while for the last phase, the rate reached 61.1
and 88.9% respectively, considering the control group.

In this pain model, the recorded anti-nociceptive effects
are significantly greater against the second phase. As
expected, the standard drug morphine (10 mg/kg) produced a
strong anti-nociceptive activity in both phases with an
inhibition percentage of 100 and 88.9% in the early and last
phases in that order. The protective property recorded in the

Dose (mg/kg bw.) Number of Writhes % Inhibition
Control (10 mg/kg b w.) 57.83 £ 4.79 -
Indomethacin 10 12.16 = 1.83b 78.932
EOSA 250 15.66 + 2.33b 72.71a
EOSA 400 433 +5.16¢ 92.41b

Kok

koK k

Values are expressed as mean + Standard deviation (n = 6). The numbers with the same letter show no significant difference after analysis of one-way ANOVA

followed by Tukey test. ** p<0.0001 compared to the control group.
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Figure 3. Effect of EOSA on Formalin Test in Rats. Nociceptive scores are expressed as mean + Standard deviation (n = 6). The numbers with the
same letter show no significant difference after analysis of one-way ANOVA followed by Tukey test.

Table 5. Effect of EOSA on Hot Plate Test in Mice

Dose (mg/kg b w.) Latency
T30 min To60 min T90 min T120 min
Control (10 mg/kg b w.) 5.38 £ 0.082 5.45 + 0.052 5.34 + 0.082 5.33 £ 0.082
Morphine 10 30.19 £ 0.14b 30.90 + 0.04b 30.09 + 0.04b 30.05 + 0.04b
EOSA 250 12.44 + 0.82¢ 15.56 = 0.26¢ 9.34 + 0.44¢ 8.29 + 0.48¢
EOSA 400 30.02 + 1.24b 30.38 + 0.34b 20.82 = 1.42d 17.84 = 0.944

Values are expressed as mean = SD (n = 6). The numbers with the same letter show no significant difference after analysis of one-way ANOVA followed by

Tukey test. ™ p<0.0001 compared to the control group.

last phase by EOSA at the dose of 400 mg/kg was similar to
morphine (Figure 3).

Hot Plate Test

The result of the analgesic property of EOSA on central
pain induced by the hot plate is shown in Table 5. It
indicated that oral administration of the EOSA at doses of
250 and 400 mg/kg considerably attenuated the hot-plate
thermal stimulation all along the time points studied
(p<0.0001), considering the control group. The analgesic
effect of EOSA at the dose of 400 mg/kg was comparable to
the standard drug morphine (10 mg/kg) at measurement
times of 30 and 60 min. In contrast, morphine substantially
prolonged the hot-plate latency and produced a strong anti-
nociceptive effect all through the time points studied
compared to control and EOSA at doses of 250 and 400
mg/kg (p<0.0001).

EOSA prolonged the latency to nociceptive behaviour in
the hot plate test, with a maximum inhibition percentage of
82.04% recorded at 60 min at a dose of 400 mg/kg
comparable to that of morphine (82.33%) at the same time,
suggesting that it has a very significant central analgesic
effect.

Discussion

The GC-MS analysis of the essential oil of S. argel leaves
allowed the identification of twenty components. Considering
the general guidelines™ indicating that a component is
considered as major if it represents 20 to 70% of the

components present in the mixture, linalool only can be
considered as a major component representing more than
57% of the essential oil components of S. argel. Nevertheless,
other components such as terpineol (12.954%) and trans-
geraniol (12.658%) represent more than 10% of the mixture
and can participate in the recorded biological effects. NMR
analysis of the essential oil of S. argel has shown that the
main compound is linalool. Generally, this major component
determines the pharmaceutical activities of the essential oil.*°

During the experimental period of acute toxicity of EOSA,
no sign of morbidity or mortality was observed during the
experiment indicating good apparent tolerance of the
essential oil of S. argel by rats. Increased levels of AST and
ALT recorded in rats treated at dose of 2000 mg/kg may be a
result of liver toxicity. Effectively, increases in ALT and
AST levels in serum are related to liver toxicity from
hepatotoxic drugs.®

The evaluation of pathological damage in the organs, both
macro and microscopically, is the basis of safety testing.!’
The results recorded after histological examination demonstrate
the low oral toxicity of EOSA for the highest doses of 1000
and 2000 mg/kg.

The acetic acid writhing test is a sensitive test for both
opioid and non-opioid analgesics, widely used for evaluating
peripheral analgesics.'® EOSA significantly inhibited the
number of writhing responses in mice in all concentrations
evaluated showing a significant analgesic effect. The pain
induced by the injection of acetic acid generates the release
of substance P, serotonin, histamine, bradykinin, and
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prostaglandins (PGE2a, PGF2a) stimulating the peripheral
nociceptive neurons and increasing the vascular permeability. 192
Therefore, EOSA probably acts by inhibition of one or more
of these chemical mediators.

The formalin test is a pain model consisting of two
different phases. The first phase (from 0 to 5 min after
injection of formalin) results from direct stimulation of
nociceptors. Substance P, glutamate, and bradykinin are
described to participate in this phase, consisting of non-
inflammatory pain. The second phase (from 15 to 30 min) is
thought to be an inflammatory response with associated
pain, a process in which several inflammatory mediators are
involved, including histamine, serotonin, prostaglandins, and
bradykinin.2122

EOSA induced analgesic activity on both phases of the
formalin test, indicating that both have a direct effect on the
nociceptor and inflammatory pain inhibition. Data obtained
in the formalin test agree with those from the hot plate and
writhing tests. This effect of EOSA is probably due to the
inhibition of the synthesis or action of Kkinin and
prostaglandins or both.

The standard hot-plate test is based on the thermal
stimulus-induced hyperalgesia specific for centrally
mediated nociception.?! The anti-nociceptive effect recorded
confirms the activity on the central pain shown in the first
phase of the formalin test and is probably mediated by
inhibition of central pain receptors.

The anti-nociceptive effect of EOSA can be attributed to
the action of its main compound, linalool, or to the
synergistic action of other compounds. Several in vivo
studies confirm the anti-nociceptive properties of linalool.
Indeed, a previous study demonstrated the anti-nociceptive
effect of linalool both on the inflammatory pain induced by
acetic acid during the writhing test, and on neurogenic pain
during the hotplate test.?® They also demonstrated the anti-
nociceptive effect of linalool on formalin-induced pain
during formaldehyde testing phases.?* The anti-nociceptive
properties of linalool have been mainly attributed to a
positive effect on the opioid, dopaminergic and muscarinic
signal pathways as well as to the negative modulation of
glutamatergic pathway.?® In fact, the anti-nociceptive
activity produced by linalool during the writhing test seems
to depend both on cholinergic and opioidergic neuro-
transmission, whereas, during the hot plate test, linalool
appears to activate different mechanisms such as muscarinic
transmission, via M2 receptors, opioidergic transmission and
dopaminergic transmission, via D2 receptors as well as K +
channels.?

Furthermore, terpineol present in EOSA may also
participate in the anti-nociceptive effect recorded. Indeed,
the previous studies reported the anti-nociceptive activity of
terpineol on models of peripheral and central pain,
suggesting anti-nociceptive effects associated with the

release inhibition of substance P and other inflammatory
molecules such as serotonin, histamine, bradykinin, and
prostaglandins.?’-2 Terpineol can also inhibit the expression
of pro-inflammatory cytokines and the activation of the NF-
kB pathway.? In addition, geraniol, another component of
EOSA, could contribute to the observed anti-nociceptive
effect. Indeed, a previous study demonstrated the anti-
nociceptive action of geraniol by two experimental models,
the writhing test, and the formaldehyde test. Geraniol
elicited a significant anti-nociceptive effect in the second
phase of the formalin test and in the writhing test, suggesting
that its anti-nociceptive property is mainly related to the
inhibition of the inflammation and the peripheral pain by the
release of pro-inflammatory mediators including bradykinin,
prostaglandins, and serotonin.°

Conclusion

This study demonstrates for the first time the anti-
nociceptive effects of S. argel essential oil on central and
peripheral pain. Our data give scientific support to the use of
S. argel in traditional medicine to cure pain. The safety and
effectiveness of S. argel essential oil at the doses tested
make it an interesting therapeutic agent against pain, alone
or in combination with other analgesics. Our future study
will be based on the possible mechanisms of action of this
oil during the analgesic process.
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ABSTRACT

Dermanyssus gallinae (D. gallinae) is an important ectoparasite in veterinary and human medicine due to its role as
a vector of infectious disease-causing pathogens and its economic impact. The present study reported the infestation
of 45 budgies (Melopsittacus undulatus) reared in an aviary at the Jardin d’essai Zoo, Algiers, Algeria, showing
signs of pruritus with sores due to itching. Skin samples were taken from the 45 budgies (26 females, 19 males), 26
nests, and an aviary containing the budgies were microscopically analyzed. The findings indicated the presence of D.
gallinae (hematophagous mite) in all budgies and nests. To fight against this red mite, a treatment based on the
Solenostemma argel (S. argel) aqueous extract was implemented. The S. argel aqueous extract 2% showed a fast and
effective influence on D. gallinae mites present in the budgies, nests, and aviary. The aqueous extract of S. argel
leaves could be a good candidate in the fight against red mites.
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INTRODUCTION

Dermanyssus gallinae (D. gallinae), also called false louse or red louse of poultry, is a hematophagous avian parasitic
mite with nocturnal activity. Its reservoir is usually the nests of various birds, aviaries, and chicken coops (Magdoud et
al., 2019). The D. gallinae can infest other hosts, particularly dogs, cats, rabbits, horses, and humans (Dogramaci et al.,
2010). The D. gallinae mite infestation is a serious public health concern, as the prevalence of red mites is expected to
increase due to recent changes in hen-rearing practices, increased resistance to acaricides, global warming, and the lack
of a sustainable approach to control infestations by this parasite (Sigognault Flochlay et al., 2017). The D. gallinae can
cause great economic losses justifying the development of new effective and safe treatments for animals (Sadr et al.,
2022). The increase in the rate of resistance to acaricides used against this parasite limits the effectiveness of these
products (Decru et al., 2020). Several research studies have been carried out to establish alternative herbal treatments for
the treatment and prophylaxis of D. gallinae infestation (Ghavami et al., 2020, Amer et al., 2021; Sadr et al., 2022). This
clinical case falls within this context.

Solenostemma argel (S. argel) is a tropical plant widely used in traditional medicine for the treatment of several
ailments, including gastrointestinal disorders, diabetes, rheumatism, lung, liver, and Kkidney infections, pain,
inflammation, and wounds (Innocenti et al., 2005). The S. argel is distributed in the desert regions of Algeria, Egypt,
Libya, and Sudan (Benmaarouf et al., 2020). The aerial parts of S. argel were formerly used in animal husbandry to
control parasites present in animal drinking water (Benmaarouf et al., 2020). The S. argel extracts are known to have
antibiotic, antifungal (Farrah and Ahmed, 2016), and insecticidal properties (Gipreel et al., 2020). The aim of this case
study was to make known the effectiveness of the aqueous extract of S. argel on mite D. gallinae eradication.

CASE REPORT

The case of the current study was a budgie aviary located in the Jardin d’essai Zoo in Algiers, Algeria. The aviary
housed 45 budgies (Melopsittacus undulates), consisting of 26 females and 19 males, aged between 1 to 4 years (Figure
1). The zoo care staff reported signs of pruritus with squama and sores due to feather pecking, stress, and restlessness in
the birds. Furthermore, the sanitary condition of the aviary was reported to be unsanitary, with bird feces present on the
floor and in the drinking water (Pavlicevic et al., 2019; Decru et al., 2020). The sanitary condition of the aviary was not
safe for birds. More precisely, the aviary, floor, and drinking water were soiled with bird feces.
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The study was performed on October 2022 under a high relative temperature of 35°C and humidity of 70%. The
clinical examination by a veterinarian highlighted the presence of pruritus signs as well as scales on the whole of the
budgies’ skin and in a greater quantity under their wings. Regarding the general clinical signs, the veterinarians observed
a lack of appetite and restlessness in all individuals.
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Figure 1. Budgerigar aviary in the Jardin d’essai zoo of Algiers, Algeria

Complementary examinations

To collect dander, skin samples were taken from the budgies in the form of scrapings, with at least one sample per
animal. Feathers were also taken. In addition, samples were taken from the soil of the aviary and 26 nests. All the
samples were then stained with lactophenol cotton blue (Sigma-Aldrich, Merck, Germany) and observed under an optical
microscope (10x, Motic BA310, MoticEurope, Germany). Direct examination of collected specimens at the veterinary
school of Algiers, Algeria, revealed the presence of blood-engorged D. gallinae mite (Figure 2 A), characterized by
styliform chelicerae, long legs, and a dorsal shield narrowing at the rear (Sparagano and Giangaspero, 2011). Direct
microscopic examination also indicated Malassezia spp. yeasts in very large numbers per field (Figure 2 B). The
presence of Malassezia yeasts was a sign of a fungal superinfection, probably due to the weakening of the immune
defenses (Velegraki, 2015; Hobi et al., 2022).

Figure 2. Dermanyssus gallinae (A) and Malassezia»spp. (white spherical structures arrowed, B) collected from
Melopsittacus undulatus (Algiers, Algeria, October 2022), magnification 10x.

Preparation of the extract

The aqueous extract was prepared from the leaves of the S. argel plant harvested in southern Algeria in the region
of Abalessa in Tamenrasset in February 2022. The identification of the plant was carried out by the botanical service of
the National School of Agronomy (Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie, ENSA) of Algiers in Algeria with the
delivery of an identification certificate (ENSA 08/01/2020). Reference specimens have been deposited in the herbarium
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of the Animal Health and Production Laboratory of the National Veterinary School of Algiers (Santé Production
Animale, SPA. 031).

The lyophilized aqueous extract was prepared by mixing 20 g of powdered dried leaves of S. argel in 1000 ml of
boiling water, and the mixture was boiled in a water bath for 30 min. The mixture was filtered and then adjusted to 1000
ml before being lyophilized (Abubakar and Haque, 2020). To make the 2% aqueous solution, 20 g of the powder was
dissolved into 1 liter of sterile distilled water (Unpublished data).

Treatment

In order to eliminate the blood-sucking mite D. gallinae, the budgies were individually sprayed on the whole body
and especially below the wings using a sprayer with a 2% aqueous solution based on S. argel for a week. The aviary and
the nests were disinfected with the 2% aqueous extract of S. argel. Each day after the treatment, the budgies were
individually examined by a veterinarian for the presence of squama and itching. A marked improvement was noticed
from the first application. On day 7, one skin sample (scratching) per animal below the left wing was taken from the
budgies and from the aviary and nests to verify the effectiveness of the treatment. Direct examination of the skin samples
under an optical microscope (10x, Motic BA310, MoticEurope, Germany) revealed the absence of D. gallinae on all of
the examined samples from the budgies (Melopsittacus undulatus, Figure 3 A, B, C) and in the aviary and the nests
(Figure 3 D). In addition, interestingly, the commensal Malassezia yeasts were found in smaller numbers on budgie
samples (Figure 3 C).
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Figure 3. The treatment effects of aqueous extract of S. argel on Dermanyssus gallinae in samples with different sources
in a zoo of Algiers (Algeria). A, B, C: Skin samples from budgies x4, D: Samples from aviary and nests x4. Red arrow:

Malassezia spp. (spherical structures).

DISCUSSION

The D. gallinae is a cosmopolitan species, the most common Dermanyssidae mite, which parasites a wide range of hosts
(Mullen and Oconnor, 2019). This mite is a major threat to the poultry industry and the breeding of ornamental birds
worldwide, causing economic losses and serious animal health problems (Decru et al., 2020). The D. gallinae is a
parasite of major importance both in veterinary and in human medicines insofar as it plays a vector role for several
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pathogens, in particular, the bacteria Escherichia coli, Pasteurella multicida, Coxiella burnetii, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Borrelia burgdorferi, and Salmonella enteritidis as well as Avian Influenza virus A, Newcastle virus and
equine encephalomyelitis virus (Valiente et al., 2007; Sparagano and Giangaspero, 2011; George et al., 2015; Sommer et
al., 2016; Sigognault Flochlay et al., 2017).

The increasing prevalence of D. gallinae mite infestation around the world is a matter for concern, and can be
attributed to several factors. These include the transformation of housing systems into avian breeding facilities, non-
compliance with proper aviary management practices, global warming, and a lack of effective methods for controlling
infestations, as well as the increasing resistance of mites to commonly used acaricides such as carbamates and
pyrethroids (Sparagano and Giangaspero, 2011; Sigognault Flochlay et al., 2017). Furthermore, a shortage of effective
acaricides has been reported, as several chemical treatments have been withdrawn from the market due to their adverse
effects on humans, which limits the available options for controlling mite infestations (Abbas et al., 2014; Sigognault
Flochlay et al., 2017).

In Europe, very few products are licensed for use against D. gallinae, and except for a recently approved phoxim-
based product, they can be used only when the poultry house is empty, that is, between two productive cycles (Sparagano
and Giangaspero, 2011).

The present clinical case demonstrated the efficacy of S. argel aqueous extract on budgies M. undulatus infested
with the mite D. gallinae. The extract also allowed the elimination of the red mite from the nests and the aviary. Several
studies have highlighted the phytochemical composition of S. argel (Tigani and Ahmed, 2009; Shafek and Michael,
2012; Benmaarouf et al., 2020). In particular, the main constituents of the S. argel leaves extracts are flavonoids (rutin,
quercetin, kaempferol, Cen-Pacheco et al., 2020), alkaloids (Wu et al., 2021), tannins (Ferndndez-Salas et al., 2011) and
saponins (Pavela, 2016; Teia, 2018) known to have antibiotic and acaricide effects. Therefore, S. argel extracts represent
an interesting candidate in the fight against the hematophagous mite D.gallinae. The insecticidal effect of S. argel
extracts was previously described on Tribolium castaneum (Gipreel et al., 2020) or Culex pipiens (Al-Mekhlafi et al.,
2018). Several recent studies have highlighted the acaricidal effects of plant-based products against D. gallinae. The
studies carried out previously showed the effectiveness of 50 plant essential oils (such as garlic, thymus, or tea tree) on
red mites with mortality rates ranging from 80 to 100% (George et al., 2009; George et al., 2010). Another study
demonstrated significant acaricidal activity of the essential oils of cade, clove, mustard, laurel, coriander, pennyroyal, red
and white thyme, cinnamon, and spearmint against D, gallinae using direct contact and fumigation methods (Kim et al.,
2004).

However, favorable sanitary conditions are necessary to guarantee the effectiveness of different drugs and extracts
in control of the red mite. the aqueous extract of S. argel leaves seems to have an effect on the reduction of Malassezia
yeasts, indicating an antifungal effect. It is in agreement with a previous study showing an antifungal effect on Candida
albicans (Farah and Ahmed, 2016).

CONCLUSION

The aqueous extract of S. argel allowed total eradication of the blood-sucking mite and zoonotic agent D. gallinae in the
current study. The aqueous solution of S. argel, therefore, could be an effective and safe means of combating this
ectoparasite. Moreover, the antifungal effect of S. argel extract is also suggested. The effect of S. argel extract on
different ectoparasites, as well as the determination of the active substances, can be considered in future studies.
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ABSTRACT

Objective: To investigate the qualitative composition of the acetonic extract from leaves of S. argel (AESA) and their anti-inflammatory and
analgesic properties in vivo.

Methods: AESA profile was established by UHPLC/DAD/ESI-MS2. AESA was subjected to the acute oral toxicity study according to the OECD-420
method. Antioxydant activity of AESA was performed by DPPH radical scavenging assay. Anti-inflammatory effects of AESA were determined in two
animal models: carrageenan-induced paw edema in rats and cotton pellet-induced granuloma formation in rats. Further, anti-nociceptives activities
of AESA were assessed by hot plate test, acetic acid-induced abdominal writhing test and formalin test.

Results: The in vivo AESA toxicity was low. AESA expresses a maximum radical scavenging activity with a ICso value of 36,05 pg/ml. The AESA at
250 and 400 mg/kg significantly reduced carrageen an induced paw edema by 70.09% and 85.53% 6h after carrageenan injection, respectively.
AESA produced significant dose-dependent anti-inflammatory effect against cotton pellets-induced granuloma formation in rats. In addition, AESA
at 250 and 400 mg/kg significantly reduced acetic acid-induced writhing by 56.83 and 80.41%, respectively. Oral administration of 250 and 400
mg/kg of AESA caused a significant dose dependent anti-nociceptive effect in both neurogenic and inflammatory phases of formalin-induced licking.
AESA also impacted the pain latency in the hot plat test.

Conclusion: These data suggest that AESA possesses antioxidant, anti-inflammatory and anti-nociceptive effects. These results support the

traditional use of S. argel to cure pain and inflammatory diseases in the Algerian Sahara.
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INTRODUCTION

A modern approach is to exploit the heritage of knowledge in
traditional medicine by using advanced technologies for the
identification, separation and application of biologically active
molecules to specific pathologies. Recently, pathologies leading to pain
and inflammation encountered a great attention for new treatments
using biologically active molecules isolated from medicinal plants [1].

Solenostemma argel (Delile) Haynes (Asclepiadaceae) is a tropical
plant that spreads through the central Sahara, in the Sinai and the
southeastern desert. In Algeria, the species is widespread in the
Central Sahara, Tassilin'Ajjer and the Hoggar Mountains [2]. It
thrives mainly in rocky and sandy areas and in gravelly wadis,
between an altitude of 500 and 1600 meters [3].

Among the local populations, the decoction of the aerial parts or
leaves of Solenostemma argel (S. argel) is highly prized as febrifuge
and purgative but also to treat colic, upset stomach, constipation,
flatulence, urinary tract infections, renal pains and coughing [4]. In
addition, infusion of aerial parts is used to treat diabetes and
jaundice, and infusion of leaves and flowers is indicated to purify the
blood and calm the nerves [3]. In Libya and Egypt, leaves decoction
is taken to treat bronchitis, neuralgia and sciatica [5]. In Lebanon,
the dried leaves of this plant are imported, and boiled in olive oil;
this liquid is used in friction against rheumatism [3].

During the ethnobotany survey we conducted in Taman asset,
southern Algeria, where the plant was harvested, we be witnesses of
its use by the Hoggar people. Powdered dried leaves are boiled in milk,
sweetened with dates or sugar, and the decoction is drunk to treat

rheumatism, gonorrhea and hemoptysis. We have been reminded that
the fruits are instilled in the eyes to cure the flu states. Also, sap is used
for the treatment of wounds. In addition, the branches of the plants are
used in the waterers of animals to fight against harmful insects. Finally,
the Hoggar people use the leaves and sap of the plant to produce
natural soap (personal communication).

Due to their implication in almost all the human and animal diseases,
inflammation and pain are widely studied by scientific community
[6]. Inflammation, which is characterized by pain, redness, swelling
and dysfunction of the tissues and organs, is the normal result of
host protective responses to tissue injury caused by numerous
stimuli. It is commonly associated with pain as a secondary process,
resulting from the secretion of analgesic mediators [7].
Inflammation is like a double-edged sword because it is a host
defense mechanism to eliminate invading pathogens and to initiate
healing process, but the uncontrolled or the overproduction of
inflammatory products can lead to injury of host cells, chronic
inflammation, chronic diseases and neoplastic transformation [8].
Therefore, the inflammatory response must be actively controlled
when no longer needed to prevent unnecessary harmful biological
processes. Mechanisms, which serve to terminate inflammation,
include various cellular and immunological responses and could be
initiated using potential anti-inflammatory compounds, which
worked specifically by inhibiting inflammatory components or
activating transcription factors [9].

Steroidal and non-steroidal anti-inflammatory drugs are widely
prescribed because of their effectiveness in the management of pain
and inflammation but their prolonged administration is known to be
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associated with various side effects. Traditional medicine, which is
based on the natural plants use, has already been declared by WHO
as promotive, preventive, curative and rehabilitative [10]. In this
context, the use of natural resources, and more particularly of
medicinal plants, becomes a promising research voice to explore and
discover effective drugs with fewer side effects.

With this work, we aimed to explore the composition of acetone extract
from the leaves of S. argel (AESA) and to evaluate its antioxidant, anti-
inflammatory and analgesic properties on in vivo models.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals and drugs

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, sodium carbonate, Aluminum
chloride, 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH), butylated
hydroxytoluene (BHT), Carrageenan, acetic acid, formalin, acetone
and the standard drugs indomethacin and morphine sulfate were
purchased from Sigma Aldrich corporation (St. Louis, MO, USA). All
chemicals and drugs used in this work were of analytical grade.

Collection and identification of plant

The aerial parts of S. argel were collected at an altitude of 1400 m
between January and May 2016 at Oued Taghat, 120 km from the
town of Tamanrasset (22 °47' 13" North, 5 °31' 38" East)-Algeria.

The plant aerial part was air dried at room temperature, in a dry and
aerated place. The identification of the studied plant was carried out
by professor Benhouhou of the botanical department of “Ecole
Nationale Supérieured’ Agronomie” (ENSA) of El-Harrach in Algiers,
Algeria and she delivered us a certificate of identification.

Extract preparation

Briefly, 24 g of the plant leaves were ground to a fine powder and
divided into units of 500 mg. Each unit was mixed with 5 ml of acetone
using a vortex equipment for 5 min and then centrifuged at 3000 rpm
for 5 min. After decantation, the liquid phase was recovered and the
residue was re-extracted two more times according to the same
procedure. Finally, the liquid phases were assembled and dried using
rotary evaporator at 40 °C leading to recover 1.171 g (4.87%) of
extract from the starting plant material [11].

UHPLC analysis

The UHPLC system consisted of a variable loop of 20 microliters (2
ml vial capacity set at 5 °C), an LC pump and a PDA detector
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). The separation of the
compounds was carried out with a gradient elution program at a
flow rate of 0.2 ml/min, at 30 °C, by using a Hypersil Gold C18
column (100x2.1 mm; 1.9 pm) supplied by Thermo Fisher (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). The injection volume in the
UHPLC system was 2 microliters and the mobile phase consisted in
formic acid 0.1% (A) and acetonitrile (B). The following linear
gradient was applied: 0-Xmin: X%B, X-Y min: 0-X%B, X-Y min: X-
Y%B, followed by re-equilibration of the column for XX min before
the next run. Online detection was carried out in the diode array
detector, at XX and YY nm, and UV spectra in a range of 190-700 nm
were also recorded. The HPLC was coupled to a LTQ XL Linear Ion
Trap 2D mass spectrometer (Thermofisher SCIENTIFIC, San Jose, CA,
USA), equipped with an orthogonal electrospray ionization source
operating in negative mode. The nitrogen sheath and auxiliary gas
were 50 and 10 (arbitrary units), respectively. The spray voltage
was 5 kV and the capillary temperature was 275 °C. The capillary
and tune lens voltages were set at —28V and -115V, respectively.
The data acquisition was carried out by using Xcalibur® data system
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).

In vitro studies
Determination of total phenolics content

The total phenolic content of AESA was determined by the Folin-
Ciocalteu assay [12]. A mixture of 0.2 ml of extract, 0.8 ml of distilled
water and 0.1 ml of Folin-Ciocalteu reagent was first incubated at room
temperature for 3 min. After the addition of 0.3 ml of 20% (w/v)
Na2C03, the mixture is further incubated at room temperature for 120
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min and absorbance was measured at 765 nm. Total polyphenol content
was calculated from a gallic acid calibration curve (5-100 pg/ml), and the
result was expressed as mg of gallic acid equivalents (mg GAE/g). Any
measurement is repeated three times.

Determination total flavonoids content

The quantification of flavonoids is estimated by the method of
Aluminum Chloride [13]. The protocol followed consists of mixing 1
ml of extract with 1 ml of the 2% AlClssolution prepared in
methanol. After incubation of the mixture at room temperature for
10 min, the absorbances are measured at 440. The calibration curve
was obtained with quercetin (2-20 mg/l). The total flavonoids
content was expressed as mg of quercetin equivalents (mg EQ/g).
Any measurement is repeated three times.

DPPH radical scavenging assay

The free radical scavenging activity of AESA was assessed using the
stable radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). The assay was
performed according to the standard technique described by Blois
[14]. In brief, 1 ml of methanolic DPPH solution (0.2 mmol) was
added to 1 ml of the AESA and mixed well. The samples were
incubated for 30 min in the dark at room temperature. The
absorbance was measured at 517 nm. The radical scavenging
activity was calculated using the following equation:

DPPH scavenging effect (%) = [(A0-A1)/A0] x100

Where A0 represents the control absorbance and Al the absorbance
of AESA. All measurements were performed in triplicate.

In vivo studies
Animals

Healthy wistar albino rats (150-200 g) and Swiss albino mice (20-
30 g) of either sex were procured from the “Institut Pasteur
d’Algérie”. All animals were housed in an animal room under
standard laboratory conditions of temperature (25+2 °C), relative
humidity (55%+1%), 12 h light/dark cycle, and fed with standard
pelleted food and water ad libitum. The animals were acclimatized to
laboratory environment for 7 d before starting experiments.

The study was permitted by the scientific council of “Santé et
Productions Animales” Research Laboratory of the “Ecole Nationale
Supérieure Vétérinaire” of Algiers, and performed according to the
international rules regarding animal experiments and biodiversity rights.

Acute toxicity study

Acute oral toxicity study was performed as per the guidelines of
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD-
420) [15]. Nulliparous and non-pregnant healthy female rats were
used for this study. The rats were divided into four groups with five
animals in each group. Single dose of AESA (500, 1000 and 2000
mg/kg) was administered to overnight fasted rats, while control
group received distilled water (10 ml/kg). The animals have been
observed individually during the entire experimental period, for any
behavioral and neurological changes as a sign of acute toxicity. For
14 d, the animals were weighed, and the number of deaths was
reported. On the 14th day, Blood samples were taken to analyze
some biochemical parameters. The animals were then sacrificed and
autopsied and various organs (hearts, livers, kidneys, lungs and
spleens) were weighed and collected for histopathological study.
The organs were fixed in 10% formalin then dehydrated, diluted and
incorporated into paraffin blocks. Slices 4 um thick were produced
and stained by hematoxylin-eosin (HE) techniques. The slides were
observed with an optical microscope to highlight toxicity lesions.

Anti-inflammatory activity
Carrageenan-induced rat paw oedema

The anti-inflammatory effect of AESA against carrageenan induced
acute paw edema in rats was conducted according to the method
described previously [16].

Four groups of 6 rats each were treated with AESA (250 and 400
mg/kg, p. 0.), indomethacin (10 mg/kg, p. 0.) and distilled water (10
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ml/kg, p. 0.). One hour later after administration, acute inflammation
was produced by the subplantar injection of 0.1 ml of 1%
carrageenan in the left hind paw of the rats. The right hind paw
served as reference non-inflamed paw for comparison. The paw
diameter was measured with an electronic caliper in the dorsal
plantar axis at the metatarsal level. For all the specimens, the paw
diameters of rats were determined each hour until the 6th hour after
injection of carrageenan. The difference between initial and post-
treatment paw diameters indicates the degree of inflammation.
Edema was expressed as a percent increase in paw diameter due to
carrageenan administration referred to the reference paw (un-
treated paw). The average increase in paw diameter of each group
was evaluated and compared with that of the control and the
standard groups.

Cotton pellet induced granuloma

The granulomatous lesions were induced by surgically implanting
two cotton pellets subcutaneously in the dorsal region of the rats,
each one near each axilla. After 20 min of AESA administration,
autoclaved sterile pellets of cotton, weighing 20 mg each one, were
aseptically implanted in the interscapular distance under the skin on
the previously shaved back of the rats in anesthetized condition. The
rats were treated with AESA (250-400 mg/kg, p. 0.), standard drug
indomethacin (10 mg/kg, p. 0.) and distilled water (10 ml/kg, p. 0.)
once daily for 7days and on the eight day, all the rats were sacrificed
and the pellets surrounded by granuloma tissue were dissected out
carefully and dried at 70+1 °C. Mean weight of the granuloma tissue
formed around each pellet was recorded. The pellets were weighed
in both moist and dry condition. The weight of pellets taken out from
AESA administered rats was compared with the weight of pellets
taken out from the control group [17].

Analgesic activity
Writhing test in mice

The assay was performed according to the method previously
described [18]. The nociceptive effect caused by injection of acetic
acid was detected by observing abdominal writhing associated with
stretching of the whole body. Four groups of 6 mice each were
treated with AESA (250 and 400 mg/kg, p. o.), indomethacin (10
mg/kg p. 0.) and distilled water (10 ml/kg, p. 0.). Thirty minutes
after treatment, 0.1 ml of 1% acetic acid solution were injected to
the mice inducing the characteristic writhing. Animals were
observed individually and the number of writhes started to be
counted 5 min after injection of acetic acid and for 20 min. The
significant reduction of writhes number of treated groups was
compared to that of the control and standard groups. The inhibition
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percentage was calculated according to the following equation:

writhes number of control group — writhes number of treated group
x

% Inhibition = -
° writhes number of control group

100

Formalin test

The formalin test was carried out as described previously [19]. Four
groups of 6 rats each one were treated orally with distilled water
(10 ml/kg), morphine (10 mg/kg) and AESA (250-400 mg/kg). One
hour after treatment, rats were injected with 50 pl of 2.5% formalin
(in 0.9%saline) into the sub plantar space of the right hind paw and
the duration of paw licking was determined 0-5 min (first phase)
and 20-25 min (second phase) after formalin injection.

Hot plate test

Four groups of 6 mice each one were treated with AESA (250 and
400 mg/kg, p. 0.), morphine (10 mg/kg p. 0.) and distilled water (10
ml/kg, p. 0.). Animals in all groups were individually exposed to the
hot plate. The time taken in seconds for fore paw licking or jumping
was taken as reaction time and was measured in a regular time
interval and the reaction strength of each rat was determined before
and after drug treatment at 30 min, 60 min and 120 min. A cutoff
period of 15 seconds was set up to prevent damage to the paws. The
groups administered with tested extract were compared to control
and standard drug groups [20].

Statistical analysis

All values were expressed as meanststandard deviation. Data were
analyzed by one way ANOVA followed by Tukey test multiple
comparison. Results were considered statistically significant at
P<0.05.

RESULTS
UHPLC analysis

A qualitative analysis of the composition of the AESA was performed
using UHPLC/DAD/ESI-MS? operated in negative ionization mode.
Fig. 1 illustrates the UHPLC base peak chromatogram recorded at
370 nm and in table 1 are summarized the most important data of
the compounds (retention time, maximum wavelength, molecular
ions species and fragments).

Determination of total phenolics and flavonoids content

The quantification of the total phenols and flavonoids of the acetone
ESA extract is shown in table 2. The value of total phenolics was
10,955+0,352 mg gallic acid equivalent (GAE) /g extract and that of the
total flavonoids was 38,855+0,289 mg rutin equivalent (RE) /g extract.
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Fig. 1: UHPLC chromatogram of S. argel acetonic extract recorded at 370 nm (*solvent)
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Table 1: Identification of UHPLC/DAD/ESI-MS? data from the acetonic extract of S. argel

Rt Amax [M-H]- ESI-MS? Compound References*
(min) (m/z)*
7.96 239, 270, 303 137 137 (100), 110 (65), 119 (90) Salicylic acid derivative [21, 22]
8.25 240, 268 137 137 (100), 110 (55), 119 (60) Salicylic acid [21, 22]
8.48 222,267 1081 517 (100), 504 (60), 536 (25), 545 (20), 519 (15) Saponin derivative Tentative
identification
11.24 256, 308, 355 609 300 (100), 301 (30), 445 (30), 489 (20), 463 (15), Quercetin-3-0-rutinoside (Rutin) [23, 24]
271 (15), 255 (10)
11.99 195, 265, 349 593 429 (100), 284 (70), 285 (50), 447 (20), 255 (15), Kaempferol-3-0-rutinoside [23, 25]
473 (15)
12.6 239, 268 771 607 (100), 427 (70), 285 (60), 713 (60) Kaempferol-3-0-diglucoside-7-0-  [26,27]
glucoside
12.87 242, 265, 350 447 284 (100), 285 (90), 327 (35), 255 (10) Kaempferol-3-0-glucoside [23, 24]
(Astragalin)
13.39 226,282 1047 Not fragmented under the used conditions Saponin derivative Tentative
identification
13.72 240, 272, 294 901 527 (100), 725 (90), 707 (80), 545 (70), 593 (60), Saponin derivative Tentative
266 (60) identification
13.84 241, 269, 299 1047 Not fragmented under the used conditions Saponin derivative Tentative
identification
14.65 245 553 391 (100), 535 (50), 506 (20), 469 (20), 373 (30), Quercetin derivative Tentative
347 (20), 301 (20), 257 (15), 233 (15), 375 (10), identification
311 (10), 425 (10)
16.76 228,271, 295, 693 341 (100), 385 (80), 353 (40), 649 (30), 661 (30), Quercetin derivative Tentative
324 485 (20), 557 (20), 609 (10), 301 (10), 249 (10) identification
17.23 243 137 137 (100), 110 (60), 119 (35) Salicylic acid derivative [21,22]
17.79 243,267,364 285 285 (100) Kaempferol [25, 26]
21.64 244,267 1159 275 (100), 211 (20), 235 (15), 265 (10) Saponin derivative Tentative
identification
21.85 264 1053 747 (100),891 (90), 1034 (70), 859 (60) Stemmoside F [28]

Rt: Retention time,,Amax: wavelength of maximum absorption in the UV-Vis region, ESI: electrospray ionization, pseudo molecular and MS? fragment
ions and identification of compounds.*conform to the literature

Table 2: Quantification of total polyphenols, total flavonoids and DPPH scavenging activity of the acetone extract of S. argel leaves

Treatment DPPH ICso Total phenolics Total flavonoids

(ng/ml) (mg GAE/g extract) (mg QE/g extract)
AESA 36.053+2,767 10.955+0,352 38.855+0,289
BHT 9.437+0,412 - -

Values are expressed as means of triplicate determination+standard deviation (n=3). GAE: gallic acid equivalent; QE: quercetin equivalent.

Table 3: Results of the acute toxicity study of the acetone extract of S. argel leaves

Parameters Treatment groups
Control AESA AESA AESA

500 mg/kg 1000 mg/kg 2000 mg/kg
Body weight (g)
0d 183+1.224 182.8+1.303 183.4+1.140 183.6+1.140
7th day 183.6+4.393 188.4+3.361 182.4+5.412 185.8+2.168
14th day 191.4+2.880 194.2+5.805 191.6+3.781 191+6.364
Biochemical parameters of blood serum
Urea (g/1) 0.446+0.073 0.465+0.168 0.483+0.188 0.493+0.071
Creatinine (mg/1) 11.306+0.380 9.754+1.268 8.652+1.639 9.256+3.988
ALP (U/D) 133.94+6.926 137.82+9.185 140.52+48.282 166.72+26.265
ALT (U/1) 51.78+4.74542 54+4.9522 55.056+8.798= 70.24+5.312b
AST (U/]) 62.16+6.4472 66.3+7.886% 63.462+12.9552 90.54+24.583P
Total protein (g/1) 70.18+1.306 68.42+5.476 63.12+£2.665 70.24+5.312
Albumin (g/1) 31.54+1.718 36.3£7.916 33.74+11.011 31.94+3.146
Organ weights (g)
Liver 6.561+0.474 6.523+0.432 6.725+0.616 6.528+0.708
Kidney (Right) 0.540+0.022 0.535+0.026 0.536+0.011 0.582+0.084
Kidney (Left) 0.527+0.023 0.511+0.023 0.510+0.008 0.573+0.066
Spleen 0.660+0.027 0.639+0.034 0.677+0.070 0.777+0.121
Heart 0.644+0.033 0.630+0.027 0.661+0.027 0.578+0.065
Lungs 1.333+0.323 1.187+0.202 1.059+0.122 1.435+0.356

Values are expressed as mean#standard deviation (n=5). The numbers with the same letter show no significant difference after analysis of one-way
ANOVA followed by Tukey test.
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Antioxydant activity

The results of the DPPH scavenging activity of ESA are shown in
table 2. The antioxidant activity of the acetone extract of
Solenostemmaargel leaves was evaluated by determining the ICso
value. The result obtained shows that the ESA expresses a maximum
radical scavenging activity with a ICso value of 36,053+2,767 pg/ml.
However, the standard BHT exhibits higher activity with an ICso
value of 9,437+0,412pg/ml.

Acute toxicity study

The acute oral toxicity study of the AESA at the doses of 500, 1000
and 2000 mg/kg body weight did not produce any visible signs or
symptoms of toxicity in rat. No behavioral changes or neurological
toxicity were observed. A normal body weight gain was observed
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and there was no significant difference in organ weights compared
to the control group.

The biochemical constants revealed that in general no significant
difference in the levels of blood serum parameters compared to
control group was reported, however, an exception was observed for
the ALT (P<0,001) and AST (P<0,03) values recorded in the rats
treated at the dose of 2000 mg/kg (table 3).

Histopathological examination of the organs taken from the control
rats revealed no lesion abnormalities. However, liver lesions
detected in rats treated by AESA only appear at the dose of 1000
mg/kg and are represented by vascular congestion of sinusoids and
rare foci of subcapsular steatosis (10% of parenchyma), while at
2000 mg/kg, degenerative lesions with foci of pycnosis were
observed covering 25% of the parenchyma in 3 out of 5 cases (fig. 2).

P

L

Fig. 2: Histopathological analysis of organs treated with acetone extract of S. argel leaves in the acute toxicity stained with hematoxylin
and Eosin method (H and E). A. Liver.1. Control: normal parenchyma x10; 2. AESA 500 mg/kg: normal parenchyma x20; 3. AESA 1000
mg/kg: subcapsular steatosis (10%) x20; 4. AESA 2000 mg/kg: Pycnosis and acidophilic degeneration (25%) x40. B. Kidney. 5. Control:
normal parenchyma x10; 6. AESA 500 mg/kg: Tubular degeneration (20%)x40; 7. AESA 1000 mg/kg: Tubular degeneration (20%) and
mesangial hypercellularity of flocculus x20; 8. AESA 2000 mg/Kkg: Tubular degeneration and mesangial hypercellularity (25%) x40. C.
Lungs. 9. Control: normal parenchyma x10; 10. AESA 500 mg/kg: alveolitis (25%) x10; 11. AESA 1000 mg/kg: macrophagicalveolitis
(25%) x40; 12. AESA 2000 mg/Kkg: macrophagicalveolitis and emphysema (25%) x10

Renal lesions begin to appear at the dose of 500 mg/kg in the form
of toxic tubulitis covering 20% of the parenchyma, observed in one
out of five cases. At the doses of 1000 mg/kg and 2000 mg/kg, the
lesions are more extensive in the form of tubulitis with mesangial
hypercellularity covering nearly 25% of the parenchyma in three out
of five cases (fig. 2).

In addition, histopathological examination of the lungs revealed
pulmonary lesions in the form of alveolitis at doses of 500 mg/kg,
1000 mg/kg and 2000 mg/kg covering 25% of the parenchyma. The
frequency of occurrence of pulmonary lesions varies according to
the doses administered, thus, it is one in five cases at the dose of 500

mg kg, two cases out of five at the dose 1000 mg/kg and five cases
out of five at a dose of 2000 mg/kg (fig. 2). Finally, histopathological
examination of the spleen and heart revealed no toxic lesions.

Anti-inflammatory activity
Carrageenan-induced rat paw edema

As shown in table 4, the formation of paw edema in the control group
was observed 1 hour after the carrageenan injection and continued to
increase until the 3rd hour to stabilize between the 4th and the 6th h.
Considering the control group, a significant difference of the edema
formation was revealed in all treated groups (P<0.01).

Table 4: Effect of acetone extract of S. argel on carrageenan induced paw edema in rats

Treatment Dose (mg/kgb.w.)  Edema rate (%)

Ton T1in Tzn Tan Tan Tsn Ten
Control (10 mg/kg b.w.) 0.29+0.032 0.57+0.012 0.65+0.012 0.46+0.02 0.37+0.01 0.36+0.01 0.36+0.012
Indomethacin 10 0.29+0.082 0.47+0.032 0.37£0.01b 0.22+0.00b¢c 0.12+0.01° 0.09+0.00° 0.09+0.00°
AESA 250 0.26+0.062 0.50+0.012 0.41+0.01b 0.28+0.01¢ 0.18+0.00° 0.12+0.01° 0.11+0.01®
AESA 400 0.25+0.042 0.40+0.01b¢c 0.32+0.00P 0.17+0.01P 0.09+0.01° 0.07+0.01P 0.05+0.00°

Values are expressed as meantstandard deviation (n=6). The numbers with the same letter show no significant difference after analysis of one-way

ANOVA followed by tukey test.

Oral administration of AESA caused dose-dependent inhibition of
edema formation between the 2nd and 6% hour after carrageen in
injection at doses of 250 and 400 mg/kg, with maximal inhibition
rates of 70.09% and 85.53% respectively, observed at the 6% hour.
In addition, indomethacin 10 mg/kg showed a significant reduction
in paw edema with an inhibition rate of 75.70% observed at the 5t

hour post inoculation (fig. 3). The inhibitory effect produced by
AESA at doses of 250 and 400 mg/kg was comparable to that of
standard at a dose of 10 mg/kg. However, a significant difference
was observed between the two doses of AESA (P<0.01). The effects
of AESA and indomethacin at the given doses were found also time-
dependent all through to the 6th hour (P<0.0001) (fig. 3).
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Fig. 3: Suppressive effect of acetone extract of S. argel on carrageenan induced paw edema in rats. Values are expressed as
meanzstandard deviation (n=6)

Cotton pellet induced granuloma

The effects of AESA and indomethacin on the proliferative phase of
inflammation compared to the control group are shown in table 5
(P<0.01).

The anti-inflammatory effects recorded by AESA and the reference
drug Indomethacin were evaluated on the basis of the wet and dry

weight of cotton pellets. Being wet, the proliferative effects of AESA at
doses of 250 and 400 mg/kg and indomethacin (10 mg/kg) were
calculated as 49.29, 67.74 and 68.46%, respectively. After drying, the
inhibition percentages recorded by AESA at both doses (250 and 400
mg/kg) and indomethacin (10 mg/kg) are 52.63, 70.58 and 68.78%,
respectively. At a dose of 400 mg/kg, AESA exhibits an inhibitory effect
similar to that of the standard drug indomethacin (P = 0.918) (table 5).

Table 5: Effect of acetone extract of S. argel on cotton pellets induced granuloma in rats.

Treatment Dose Weight of cotton pellet % inhibition Weight of cotton pellet % inhibition
(mg/kg bw) (mg) (moist) (mg) (dried)

Control 10 530.975+39.7882 - 103.566+2.9162 -

Indomethacin 10 167.041+16.674> 68.467 32.185+6.558P 68.782

AESA 250 269.116+19.717¢ 49.29v 49.025+5.363P 52.63b

AESA 400 170.416+1.756P 67.742 30.441+1.0200 70.582

Values are expressed as mean+Standard deviation (n=6), the numbers with the same letter show no significant difference after analysis of one-way

ANOVA followed by Tukey test.
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Fig. 4: Effect of acetone extract of S. argel on formalin-induced nociception in rats. Values are expressed as meantstandard deviation
(n=6). The numbers with the same letter show no significant difference after analysis of one-way ANOVA followed by tukey test

Analgesic activity
Writhing test in mice

The effect of AESA on acetic acid-induced abdominal writhing in
mice is shown in table 6. The plant extract and standard inhibited
significantly the acetic acid-induced abdominal writhing response
when compared to the control group. In addition, the AESA exhibited
a significant and dose-dependent anti-nociceptive effect at doses of
250 and 400 mg/kg with a percentage of cramps inhibition of 56.83
and 80.41%, respectively. Indomethacin (10 mg/kg) showed a
protective effect (78.93% inhibition) comparable to that of AESA at
the highest dose (400 mg/kg).

Formalin test

The time of licking recorded after injection of 2.5% formalin was
compared with results of control group and the results are shown in
fig. 4. Oral administration of AESA at doses of 250 and 400 mg/kg
caused a significant and dose-dependent anti-nociceptive effect in
both phases of formalin test. In the early phase, the inhibition rate
reached 33.3 and 66.7% respectively, meanwhile in the last phase;
the inhibition rate was 55.6 and 83.3% respectively considering the
control group. In addition, the positive control: morphine (10
mg/kg) showed a powerful anti-nociceptive activity in both phases
with an inhibition rate of 100 and 88.9% in the early and last phases
in that order. The protective effect generated in last phase by AESA
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at dose of 400 mg/kg was comparable to that to that of morphine at
10 mg/kg (fig. 4).

Hot plate test

Anti-nociceptive activities of AESA in the pain model induced with a
hot plate are depicted in fig. 5. Considering the control group, AESA
at dose of 400 mg/kg has impacted the pain latency all along the
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time points studied (P<0.01), unlike the 250 mg/kg dose, which has
a non-significant difference at the measurement time of 120 min (P=
0.079) (fig. 5). In contrast, morphine (10 mg/kg), used here as a
standard drug, significantly prolonged the hot-plate latency and
showed a powerful anti-nociceptive effects all through to the time
points studied compared to control and AESA at doses of 250 and
400 mg/kg (P<0.01) (fig. 5).

S0 min 120min

Fig. 5: Effect of acetone extract of S. argel on hot plate induced nociception in mice. Values are expressed as meanzstandard deviation
(n=6). The numbers with the same letter show no significant difference after analysis of one-way ANOVA followed by tukey test

DISCUSSION

The profile of the acetone extract of the leaves of S. argel was
established by UHPLC/DAD/ESI-MS? analysis and the following
compounds could be identifiedon the basis of their UV spectrum,
m/z and MS?fragmentationin accordance with the literature:
Salicylic acid and its derivatives, Quercetin-3-O-rutinoside (Rutin),
Kaempferol-3-0-rutinoside, Kaempferol-3-0-diglucoside-7-0-
glucoside, Kaempferol-3-0-glucoside (Astragalin), Kaempferol,
Stemmoside F and Saponin derivative (table 1). Two peaks at
retention times of 14.65 and 16.76 min, were detected at m/z 553
and m/z 693 respectively, showed in their MS? fragment ions at m/z
301 corresponding to quercetin moiety, which suggested that, these
compounds were quercetin derivative.

In preliminary investigations of the plant, kaempferol [29],
quercetin, rutin and an unknown saponin [30] have been isolated.
The flavonol glycoside kaempferol-3-O-rutinoside and the
aglyconekaempferol were identified as chemical constituents of S.
argel leaves [31]. Kaempferol-3-O-rutinoside and kaempferol-3-0-
glucoside (astragalin) were found in the methanolic extract of S.
argel leaves [4]. In addition, Hassan et al. recognized the richness of
Solenostemmaargel species in saponins [32]. These data corroborate
with the results found in our study.

The radical scavenging activity of DPPH is considered as reliable test
for assessing the antioxidant potential of a compound because it is
extremely sensitive and accurate [33]. The obtained results suggest
the presence of components having the ability to interact with free
radicals by acting as an electron donor or hydrogen atoms.
Flavonoids and phenolic components are natural antioxidant
substances capable of scavenging free superoxide radicals [34].
Indeed, the richness of the AESA in flavonoids such as rutin,
Kaempferol-3-0-rutinoside, Kaempferol-3-0-diglucoside-7-0-
glucoside, Astragalin and Kaempferol could explain the observed
antioxidant effect. Quercetin and rutin being potent antioxidants can
freely donate electrons or hydrogen to neutralize the reactive
oxygen species (ROS) [35]. The strong antioxidative capacity of rutin
has been proven by numerous studies, which reported its excellent
scavenging activity [35, 36]. The potent antioxidant activity of rutin
is mainly due to the presence of phenolic rings and free hydroxyl
groups in the chemical structure acting as hydrogen donor to
prevent further oxidation [36]. Likewise, kaempferol has been

reported to have excellent antioxidant activity and to react with
H202, superoxide, and peroxyl radical in vitro [37]. Kaempferol-3-0-
rutinoside and Kaempferol-3-0O-glucoside were suggested to have
considerable antioxidant activity mediated by reduction of oxidative
stress [38].

During the acute toxicity test period of AESA, daily monitoring of body
weight revealed a progressive gain in weight of the rats tested. No
evidence of morbidity or mortality was observed during the
experiment indicating a good apparent tolerance of acetone extract of
S. argel by the rats. In this study, no alterations in biochemical analyzes
were observed after extract-treated except for the ALT and AST
parameters recorded in rats treated at a dose of 2000 mg/kg.
Increased levels of ALT and AST may be a consequence of liver toxicity.
Indeed, increases in the levels of AST and ALT in the serum are
associated with liver toxicity by drugs or any other hepatotoxin [39].

The assessment of pathological changes in the organs of treated
animals, both macro and microscopically, is the basis of a safety
assessment [40]. Macroscopic analysis of ESA-treated rats at all
doses tested produced no changes in vital and reproductive organs
during the qualitative analysis. During histological examination, no
serious aberration in the structural integrity of the organs studied
was recorded after administration of the extract at doses of 500
mg/kg body weight. However, administration of AESA at doses of
1000 mg/kg and 2000 mg/kg resulted in pathological changes in the
liver, kidneys and lungs. These results demonstrate the possible oral
toxicity of S. argel acetone extract at high doses of 1000 mg/kg and
2000 mg/kg.

The study of the anti-inflammatory activity of the acetone extract of
AESA was carried out by two experimental models, i.e., carrageenin-
induced rat paw oedema and cotton pellet-induced granuloma
model. Carrageenan-induced rat paw oedema is a widely used test to
evaluate the anti-inflammatory activity [41]. Carrageenan is known
to produce a biphasic response [42]. Studies on the release of
pharmacologically active  substances during carrageenan
inflammation have shown that,the first phase (0 to 2 h after injection
of carrageenan) of oedema is attributed to release of histamine and
5-hydroxytryptamine, while the second phase (3 to 6 h after
injection of carrageenan) is mediated by prostaglandin like
substances, especially those of the E series. The precursor of both
PGs and thromboxanes is PGH2, derived from arachidonic acid by
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the action of cyclooxygenase (COX) enzymes. Continuity between
two phases is maintained by kinin like substances notably the
endogenous nonapeptide bradykinin produced by kallikrein [41,
43]. AESA leads to a significant reduction in oedema formation
between the 21d and 6t hour after carrageenin injection. This result
shows that AESA is efficient all along intermediate and second
phasesof the inflammatory response. Therefore, the anti-
inflammatory activity of AESA may be due to the inhibition of the
release of anti-inflammatory mediators occurring during the
intermediate and second phases of edema formation, such as
bradykinin and prostaglandins.

The cotton pellet-induced granuloma is widely used to evaluate the
transudative and proliferative components of chronic inflammation
[44]. Chronic inflammation is characterized by monocyte infiltration,
fibroblast proliferation, angiogenesis, and exudation [45]. The
weight of the wet cotton pellets correlates with transude material
and the weight of dry pellet correlates with the amount of
granulomatous tissue. AESA at both doses tested (250 and 400
mg/kg), showed significant inhibition of cotton pellet granuloma
formation. This result indicates that S. argel acetone extract
displayed anti-inflammatory activity in the chronic phase of
inflammation. The extract showed decrease in granuloma formation
that reflected its efficacy to reduce increased level of fibroblasts and
synthesis of collagen with mucopolysaccharide, which are natural
proliferative events of granulation tissue formation [17].

The anti-inflammatory effect of the acetone extract of S. argel leaves
could be due to the presence in the extract of flavonoids, especially
rutin, Kaempferol-3-O-rutinoside, Kaempferol-3-0-diglucoside-7-0-
glucoside, Astragalin and Kaempferol. Several mechanisms of action
have been proposed to explain in vivo flavonoid anti-inflammatory
actions, such as antioxidant activity, inhibition of eicosanoid
generating enzymes or the modulation of the production of
proinflammatory molecules [46].

Kaempferol and some glycosides of kaempferol have a wide range of
pharmacological activities, including anti-inflammatory effect [37].
The study by Kaempferol has anti-inflammatory effect by interfering
with NF-kB pathway. NF-kB is a transcription factor, which plays a
key role in inflammation since it is responsible for the expression of
various proinflammatory and proliferative genes, such as
interleukins tumor necrosis factors, interferons and cyclooxygenases
[47]. Rutin could be a potential candidate for COX-2 inhibition with a
unique mechanism of action and could also inhibit the transcription
of more than 20 genes coding for pro-inflammatory factors critics,
including TNF-a, IL-1, IL-8 and migration inhibitory factor [36].
Astragalin has been reported as effective anti-inflammatory agent.
Indeed, the anti-inflammatory properties of astragalin showed a
significant inhibition of cellular NO, PGE: and IL-6 production [48].
The recorded anti-inflammatory effect can also be attributed to the
presence in the acetone extract of S. argel of saponin derivatives. In
fact, the anti-inflammatory activity of saponins has been known for a
long time and is closely related to the core aglycone [49].

The mechanisms considered for the anti-inflammatory activity of
saponin include a corticomimetic activity inhibiting the degradation
of the glucocorticoid and the release of mediators of inflammation,
inhibition of enzyme formation and inhibition increased vascular
permeability [50]. The glucocorticoid-like effects of saponins have
been shown to antagonize the transcription factor NF-kB [51].

The study of the anti-nociceptive activity of AESA was carried out by
three experimental models, ie., acetic acid-induced abdominal
writhing in mince, formalin-induced nociception in rats and hot
plate induced nociception in mice. The writhing test in mice is a
chemical method used to cause peripheral pain by intraperitoneal
injection of an irritating substance like acetic acid. The analgesic
effect of the tested drugs is inversely proportional to the frequency
of the observed writhes. The data presented in table 6 indicated that
AESA at both doses (250 and 400 mg/kg) tested significantly
reduced the chemical pain induced by acetic acid in mice in a dose-
dependent manner. AESA at the highest dose (400 mg/kg) showed a
nociceptive effect comparable to that of indomethacin (10 mg/kg),
which served as a standard in this case. The intraperitoneal injection
of acetic acid causes the release of prostanoids, particularly PGE2,
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PGF2, bradykinin, serotonin, lipoxygenase in the in peritoneal fluids
[10]. Prostaglandins activate and sensitize peripheral chemo
sensitive nociceptive receptors, leading to the induction of
abdominal constrictions that are accompanied by extension of the
forelimbs and elongation of the body [52]. Therefore, the nociceptive
activity of AESA may be due to inhibition of prostaglandin synthesis.

The formalin test is a valid and reliable model of nociception and is
sensitive for various classes of analgesic drugs [53]. This test
produced a distinct biphasic nociceptive response, which can be
separated in time [7]. The first phase (from 0 to 5 min after injection
of formalin) results from a direct stimulation of nociceptors.
SubstanceP, glutamate and bradykinin are thought to participate in
this phase, which is believed to be non-inflammatory pain. The
second phase (from 15 to 30 min) is thought to be an inflammatory
response with associated inflammatory pain, a process in which
several inflammatory mediators are believed to be involved,
including histamine, serotonin, prostaglandins and bradykinin [19,
52, 54]. AESA showed a significant dose-dependent effect on both
phases of formalin-induced pain compared to the control group (fig.
4). Data obtained following the formalin test corroborates with
those obtained from the hot-plate test and writhing test. This
property of AESA may be due to inhibition of the synthesis or action
of kinin and prostaglandins.

The hot plate test is useful for the evaluation of centrally acting
analgesics, which are known to elevate the pain threshold of mice
towards heat [55] and is thought to involve opioids and measures
the complex response to a non-inflammatory, acute nociceptive in
put [56]. This test has often been used to assess central anti-
nociceptive activity due to its several advantages, particularly its
sensitivity to strong analgesics and the fact that tissue damage that it
imposes is limited [42]. AESA had significant effect on pain latency
with a maximum inhibition rate of 59.70% recorded at 60 min at a
dose of 400 mg/kg compared to the control group (fig. 5). This anti-
nociceptive action confirms the central activity observed in the first
phase of formalin test. Furthermore, standard drug morphine,
centrally acting analgesic that is exert an action on opioid receptors,
was associated with a very significant anti-nociceptive effect, with
an inhibition rate of 82.33%.

The present study has demonstrated the analgesic effect of the
acetonic extract of S. argel leaves on peripheral and central pain,
which suggests the presence in the extract compounds with anti-
nociceptive property that could act on the kinin and prostaglandin
pathways. Several flavonoids isolated from medicinal plants have
been discovered to possess significant analgesic and anti-
inflammatory effects [57]. The registered analgesic activity may be
due to the presence in the acetone extract of S. argel leaves of certain
flavonoids such as rutin, kaempferol-3-0-rutinoside, kaempferol-3-
O-glucoside and kaempferol. Indeed, the antinociceptive effect of
kaempferol-3-O-rutinoside and kaempferol-3-O-glucoside was
demonstrated in different antinociceptive tests including the acetic
acid-induced writhing and formalin test [38]. Other work, revealed
the potential analgesic activity of the two flavonoids kaempferol and
kaempferol-3-0-glucoside on peripheral pain according to the model
of cramps induced by acetic acid [58]. In addition, the study
conducted by Hernandez-Leon et al. [59] provide evidence that rutin
produces systemic anti-nociceptive effects involving central
modulation of the ventrolateral periaqueductal grey matter (vIPAG)
descending circuit, where this pharmacological action is partially
mediated by an opioidergic mechanism. Moreover, analgesic effect of
rutin was studied by hot plate test on Swiss albinomice. Further, it
was also confirmed that rutin demonstrated peripheral and central
anti-nociceptive activities [60]. The nociceptive effect can also be
attributed to the presence of salicylic acid in the S. argel acetone
extract. Indeed, the salicylic acid may contribute to the modulation
of pain by inhibiting reactions induced by cytokines, salicylates
interaction with heat shock proteins, and influences on genetics
expression of proteins associated with inflammation [61]. In
addition, salicylic acid covalently modifies COX by acetylating a
serine residue positioned in the arachidonic acid-binding channel of
the enzyme (Ser529 of COX-1 and Ser516 of COX-2), thus
irreversibly inactivating it and preventing the generation of
prostaglandins and thromboxane A2 [62].

79



Benmaarouf et al.

The presence of saponin derivatives in the acetone extract of S. argel
leaves may also contribute to the observed analgesic effect. Indeed,
several studies have demonstrated the analgesic effect of saponins
on peripheral and central pain using the writhing test, the formalin
test and the hot-plate test [62, 64-66]. Many saponins tested have
displayed significant anti-nociceptive activity possibly due to their
nonglycosidic moiety, the sapogenin [64]. The suggested mechanism
involved in the analgesic activity of saponin is the blockage of the
release of bradykinin, Prostaglandin, and cytokines [66].

CONCLUSION

The present study shows that acetonic extract from the leaves of S.
argel displayed significant antinociceptive and anti-inflammatory
properties, providing a scientific basis for its ethnobotanical uses for
alleviating pain and treating inflammatory disorders among Sahara
people in Algeria.
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