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RESUME

Ce travail vise a mettre en évidence les constituants phytochimiques des parties aériennes et
racinaires de la plante Rubia tinctorum en utilisant des solvants avec différents polarités, ainsi
que d'évaluer leurs activités biologiques in vitro et in vivo.

Six extraits ont été préparés par macération et les huiles essentielles par hydrodistillation. Les
éléments minéraux et nutritionnels ont été estimés en utilisant des réactions chimiques. Les
teneurs en polyphénols ont été déterminées par des techniques spectrophotométriques. Les
activités antioxydantes ont été déterminées, in vitro, a travers les tests d’évaluation suivants :
TAC, DPPH’, CUPRAC, et FRAP. L’activité anti hémolytique a été¢ déterminée en utilisant
un modéle dérythrocytes. En outre, la détermination de I’activité antimicrobienne a été
réalisée par la méthode de diffusion des disques en milieu gélosé et celle des dilutions en
milieu liquide. L’analyse quantitative et qualitative des extraits actifs a été réalisée par LC-
ESI-MS/MS et le criblage phytochimique, respectivement. L’analyse des huiles essentielles a
été déterminée par GC-MS. Le test de toxicité aigué a été évalué en administrant une dose
unique de 2000 mg/kg de I'extrait ; I'anémie a été induite par I'administration de 40 mg de
phénylhydrazine par injection intrapéritonéale pendant deux jours. De plus, le pouvoir anti-
anémique a été évalué en mesurant les parametres hématologiques aprés 15 jours de
traitement.

L’analyse des éléments minéraux et nutritionnels a révélé la richesse des deux parties en
lipides, en sucre et en fer. Les résultats de I’analyse qualitative ont montré la présence de
plusieurs phytoconstituants dont les tannins, les phénols, les flavonoides et les alcaloides
trouvés dans tous les extraits. Alors que, le profil LC-ESI-MS/MS de I'extraction n’a révélé
que 11 composés bioactifs qui ont pu étre extraits par tous les différents types de solvants
(acide fumarique, acide chlorogénique, acide hydroxybenzoique, acide vanillique, catéchine,
epicatéchine, acide caffeique, acide protocatéchine, acide trancinnamique, acid p-couarique,
et 4-hydroxybenzaldehyde) avec des différences dans leurs quantités. Par ailleurs, I'analyse de
I'nuile essentielle GC-MS a permis d'identifier et de quantifier six composés chimiques. Les
principaux constituants étaient la cyclohexanone (88,74 %), le diplodialide b (3,5 %) et le
phytol (2,4 %). Le dosage des composés phénoliques a montré la richesse de I’extrait
hydrométhanolique de la partie aérienne en tannins (134.11 mg EAG/g Ms), tandis que
I'extrait hydrométhanolique de la partie racine présente des valeurs plus élevées en flavonoide
et en teneur phénolique avec 45.29 mg/EAG/gMS et 118.38 mg EAG/gMs respectivement. En

outre, I'extrait hydrométhanolique de la partie aérienne (MF) a révélé le pouvoir antioxydant



le plus élevée pour le DPPH (83,23%) et le FRAP (1,51 +£0,22). L'extrait hydrométhanolique
de la racine a montré le potentiel le plus élevé pour le TAC (61.09%) et l'activité
antihémolytique (85,99%), tandis que I’extrait aqueux de la partie aérienne a montré la
meilleure capacité de réduction des ions cupriques (1899.18 mg TEAC/100 ml). Concernant
l'activité antimicrobienne, les huiles essentielles et 'extrait d’éthyle éther de la racine ont eu le
meilleur effet contre cing souches, avec des zones d'inhibition variant entre 06 et 19 mm.

Les résultats des tests toxicologiques effectués in vivo, ont montré que la DL50 de tous les
extraits était supéerieure a 2000mg/kg, néanmoins, I'extrait di éthyle éther des racines a induit
une hémolyse des globules rouges chez les rats traités et une augmentation de certains
paramétres biochimiques (créatinine, urée, TGP, et TGO).

Enfin, les extraits sélectionnés ont montré un effet anti anémique, cette activité est exprimée
par le rétablissement des valeurs de HB, GR, HT, PCV, et MCH avec une certaine différence
dans les degrés d’influence. La meilleure activité a été remarquée dans les groupes traités par
I’extrait aqueux des racines.

Dans I'ensemble, notre étude pourra contribuer a valoriser la plante testée dans le domaine
pharmaceutique en tant que source de nombreuses substances antioxydantes,
antimicrobiennes et antianémiques.

Mots clés : Rubia tinctorum, LC-ESI-MS/MS, GC-MS, anémie, toxicité, activité biologique.



ABSTRACT

The aim of this researchis to identify the phytochemical constituents of the aerial parts and
roots of the Rubia tinctorum plant using solvents with different polarities, and to evaluate
their biological activities in vitro and in vivo.

Six extracts were prepared by maceration and the essential oils by hydrodistillation. Mineral
and nutritional elements were estimated using chemical reactions. Polyphenol contents were
determined by spectrophotometric techniques. Antioxidant activities were determined, in
vitro, through the following evaluation tests: total antioxidant capacity, DPPH’, CUPRAC,
and FRAP. Antihemolytic activity was determined using an erythrocyte model. In addition,
the determination of antimicrobial activity was performed by the agar disk diffusion method
and the liquid dilution method. Quantitative and qualitative analysis of active extracts was
performed by LC-ESI-MS/MS and phytochemical screening, respectively. The analysis of
essential oils was determined by GC-MS. Acute toxicity test was evaluated by administering
a single dose of 2000 mg/kg of the extract; anemia was induced by administering 40 mg of
phenylhydrazine by intraperitoneal injection for two days. In addition, the anti-anemic activity
was evaluated by measuring the hematological parameters after 15 days of treatment.

The analysis of mineral and nutritional elements revealed the richness of both parts in lipids,
sugar and iron.  The results of the qualitative analysis showed the presence of several
phytoconstituents including tannins, phenols, flavonoids and alkaloids found in all extracts.
While, the LC-ESI-MS/MS profile of the extraction revealed that 11 bioactive compounds
could be extracted by all the different types of solvents (fumaricacid, chlorogenicacid,
hydroxybenzoic acid, vanillic acid, catechin, epicatechin, caffeic acid, protocatechin acid,
trancinnamic acid, p-couaricacid, and 4-hydroxybenzaldehyde) with differences in their
quantity. In addition, GC-MS analysis of the essential oilidentified and quantified six
chemical compound. The main constituents were cyclohexanone (88.74%), diplodialide b
(3.5%) and phytol (2.4%). The determination of phenolic compounds showed the richness of
the hydromethanolic extract of the aerial part in tannins (134.11 mg EAG/g Ms), while the
hydromethanolic extract of the root part presented higher values in flavonoid and phenolic
content with 45.29 mg/EAG/gMS and 118.38 mg EAG/gMs respectively. In addition, the
hydromethanolic extract of the aerial part (MF) revealed the highest antioxidant activity for
DPPH (83.23%) and FRAP (1.51 £0.22). The hydromethanolic root extract showed the
highest potential for TAC (61.09%) and antihemolytic activity (85.99%), while the aqueous

extract of the aerial part showed the best copper ion reductioncapacity (1899.18 mg



TEAC/100 ml). Regarding the antimicrobial activity, the essential oils and the ethyl ether
extract of the root part had the best effect against five strains, with a zone of inhibition
varying between 06 and 19 mm. The results of the toxicological tests carried out in vivo,
showed that the LD50 of all the extracts was higher than 2000mg/kg, nevertheless, the ethyl
ether extract of the roots induced hemolysis of red blood cells in treated rats and an increase
of some biochemical parameters (creatinine, urea, TGP, and TGO).

Finally, the selected extracts showed an anti-anemic effect. This activity is expressed by the
recovery of HB, RBC, HT, PCV, and MCH values with some difference in the degree of
influence. The best activity was noticed in the groups treated with agueous root extract.
Overall, our study may contribute to valorize the tested plants in the pharmaceutical field as a
source of many antioxidant, antimicrobial and antianemic substances.

Key words: Rubia tinctorum, LC-ESI-MS/MS, GC-MS, anemia, toxicity, biological activity.
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Introduction

Introduction

Dans le contexte de la valorisation de la médecine traditionnelle, ces derniéres années,
I'étude des plantes médicinales et de leur usage traditionnel dans les différentes régions du
monde a suscité un intérét croissant. Depuis I'Antiquité & nos jours, les produits d'origine
végetale constituent une importante source d'agents thérapeutiques. Aujourd'hui, 25% des
médicaments sont préparés a partir des plantes medicinales, ces derniéres constituent une
source directe ou indirecte dans leur composition (Ahmed, 2017). Dans la plupart des
systemes de guérison traditionnels, les plantes sont les principaux ingrédients des
médicaments (Tlili et al., 2019).

Des données récentes émanant du secteur pharmaceutique démontrent que, pour le
traitement de plusieurs maladies complexes, les plantes médicinales constituent une ressource
tres précieuse pour le développement de nouveaux produits chimiques. En effet, elles sont
encore utilisées dans les zones rurales des pays en développement (Hosseinzadeh et al.,
2015). Elles constituent souvent la seule forme de traitement du cancer pour de nombreuses
personnes en Afrique du Nord (Savadi et al., 2020). De fait, I'organisation mondiale de la
santé (OMS) a estimé que 80% de la population mondiale dépend des plantes pour le
traitement primaire (OMS, 2000).

Les plantes médicinales attirent les scientifiques pour leurs effets positifs sur la santé
humaine ainsi que leurs effets secondaires minimes (Aye et al., 2019). Elles peuvent étre
considérées comme une bibliotheque de petites molécules et de composés organiques qui ont
de multiples intéréts mis a profit dans l'industrie, la cosmétologie, l'alimentation et la
dermopharmacie. Certains de ces constituants sont des composés phénoliques et des
flavonoides, des glycosides et des tanins (Santos et al., 2016). Ils prennent de plus en plus
d'importance sur le marché, car ils sont considérés comme sirs et non toxiques par rapport
aux antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiens synthétiques, qui ont été limités en

raison de leurs divers effets négatifs (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).

Les indications et l'utilisation des préparations a base de plantes sont transmises
oralement de génération en génération malgré que le fondement scientifique de ces pratiques
est faible ou absent. De nos jours, il y a des efforts ciblés vers I'exploitation de I'information
dérivée des systémes de médecine traditionnelle. Cela implique principalement I'identification
et I'isolement de produits naturels bioactifs et I'exploration de leurs mécanismes d'action qui

restent encore inconnus pour la majorité d'entre eux.
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L'Algérie dispose d'une grande diversité végétale avec plusieurs especes de plantes qui
présentent divers intéréts et qui constituent des axes de recherches scientifiques et surtout
dans le domaine des substances naturelles (Haraoui et al., 2019).Certaines espéces font I'objet
de nombreuses recherches scientifiques depuis plusieurs décennies, et d'autres sont peu

étudiées ou se limitent a une partie seulement d'entre elles. C’est le cas de Rubia tinctorum.

Rubia tinctorum appartient a la famille des Rubiaceae, comprenant 6000 espéces
(Sharifzadeh et al., 2014). Elle est également connu sous le nom de « El foua» (Ezzaki et al.
2021), elle pousse dans les régions du nord de I'Afrique, les régions méditerranéennes de
I'Espagne et dans certaines régions d'Asie. Elle est cultivée dans les régions centrales et
occidentales de I'lran (Sharifzadeh et al., 2014). Rubia tinctorum a été largement utilisée
comme source de couleur rouge avec ses variantes pour la teinture des textiles depuis des
milliers d'années (Degano et al., 2009). En outre, plusieurs études ethnobotaniques ont
rapporté son utilisation dans le traitement de diverses maladies, telles que la diarrhée (EI
Haouari and Rosado, 2016), les rhumatismes, les maladies cardiovasculaires (Jouad et al.,
2001) et les calculs rénaux (Agarwal et Varma, 2015).

A notre connaissance, aucune étude comparative n'a été réalisée sur la composition
chimique et les effets biologiques de différents extraits et huiles essentielles de la partie
aérienne et la partie racine de cette plante jusqu'a présent. lls nous semblent donc intéressants

d’inscrire notre travail dans ce contexte de recherche.
La présente thése est organisée en trois parties :

> La premiére : ¢’est la partie bibliographique qui comprend trois chapitres, le premier sur
les plantes médicinales et les métabolites secondaires, le deuxiéme sur le sang et I’anémie et
le troisieme était un rappel botanique sur la plante Rubia tinctorum et leurs effets biologiques
et pharmacologiques.

» La deuxieme : la partie pratique qui présente les protocoles expérimentaux menes pour
la mise en évidence des phytoconstituants et les activités biologiques in vivo et in vitro de
différents extraits et I’huile essentiels de la plante Rubia tinctorum.

» La troisieme : Expose les résultats obtenus, leurs interprétations et les discute avec des

résultats antérieurs intéressant au méme sujet.
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I Médecine traditionnelle et la phytothérapie

Depuis des millénaires, I’homme puise dans son environnement les connaissances
nécessaires a sa survie et a son mieux étre. Avant méme de posséder 1’'usage du langage, il
pouvait transmettre I’expérience de la médecine et de tout type de remedes naturels pour
finalement élaborer ce que nous appelons aujourd’hui « la médecine traditionnelle » (Roumy,
2007).

Cette derniére est définie par I’OMS comme la somme des connaissances, des
compétences et des pratiques qui reposent sur des théories, des croyances et des expériences
propres a une culture et, qui sont utilisées pour maintenir les étres humains en bonne santé
ainsi que, pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et mentales
(De Smet, 2002).

Malgré les grands progrés de la médecine scientifique moderne, la médecine
traditionnelle reste la principale forme de traitement des maladies de la majorité des
populations des pays en développement (Dey et al., 2012).

Selon OMS plus de 80% de la population mondiale ont recours a la pharmacopée
traditionnelle pour faire face aux problemes de santé (Guideline, 2002). En effet, la
phytothérapie est devenue 1’une des principales voies d’acces aux soins. Les laboratoires de
chimie et de biologie a travers le monde ont emboité le pas a la médecine traditionnelle pour
la recherche des voies et des moyens de venir a bout des pathologies diverses. Ceci par la

recherche de nouveaux principes actifs et la compréhension de leurs modes d’action.

Environ 61% des nouveaux médicaments était basé sur des produits naturels dont il a
connu un grand succes, en particulier dans les domaines des maladies infectieuses et des

maladies cancéreuse (Bhalodia et Shukla, 2011).
1.1 Différents types de la phytothérapie
1.1.1 Aromathérapie

C’est une thérapeutique naturelle qui utilise les huiles essentielles végétales ou les
extraits des plantes aromatiques par voie interne ou externe afin de soigner ou de prévenir les
maladies (Lardry et Haberkorn, 2007).

1.1.2 Gemmothérapie

La gémmothérapie est une thérapeutique basée sur la mise en valeur biologique

potentielle des végétaux et des minéraux. C’est une partie de la phytothérapie qui utilise les



Partie bibliographiques Chapitre | : Médecine traditionnelle et la phytothérapie

tissus embryonnaires frais (bourgeons et jeunes pousses) sous forme de macérat glycérine
(Andrianne, 2008).

1.1.3 Herboristerie

L’herboristerie correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la plus
ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée. Elle utilise soit la plante
entiere, soit une partie de celle-ci (écorces, fruits, fleurs). La préparation repose sur des
méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération. Ces
préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélules de poudre de plante seche
administrées par voie orale (Garreta, 2007).

1.1.4 Homéopathie

L'homéopathie est une méthode de thérapeutique médicale, elle repose sur un principe
selon lequel « les semblables sont guéris par les semblables ». Dans la pratique, cela signifie
gu'une substance capable de produire certains effets quand elle est absorbée par un sujet sain,
peut guérir n'importe quelle maladie qui présente des symptdomes semblables (Sankaran,
2000).

1.1.5 Phytothérapie pharmaceutique

Phytothérapie pharmaceutique utilise des produits d'origines végétales obtenus par
extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont
dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous

forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats (Chabrier, 2010).

1.2 Définition des plantes médicinales

Ce sont toutes les plantes qui contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a
des fins thérapeutiques (Sofowora, 2010). Elles sont considérées comme source de matiere
premiere essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point

de futurs médicaments.

Selon la pharmacopée européenne, les plantes médicinales sont des drogues végétales
dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Elle peuvent avoir
également des usages alimentaires ou condimentaires, ou encore servir a la preparation de
boissons hygiéniques (Jean, 2009). Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composes

présents (Sanago, 2006).

Les métabolites primaires se trouvent dans toutes les cellules de I’organisme d’une

plante pour y assurer sa survie, ils sont classés en quatre grandes familles, a savoir : les
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glucides, les lipides, les acides aminés (Protéines) et les acides nucléiques (Marouf et Joél,
2007).

En effet, a c6té des métabolites primaires classiques, ils s’accumulent fréquemment
des métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente,
mais qui représente une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des
domaines aussi différents que la pharmacologie ou l’agroalimentaire (De Jean-Jacques et

Annie, 2005).

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires ne participent
pas directement a 1’assimilation des nutriments ni a leur transformation, ils sont aussi
chimiquement trés différents (Jost et Jost-Tse, 2016). Cependant, ces substances jouent un
role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement (Hynes et
O'Coinceanainn, 2004). Ils appartiennent a des groupes chimiquement variés qui sont trés
inégalement répartis chez les végétaux mais dans le niveau d’accumulation peut quelque fois

atteindre des valeurs élevées (Macheix et al., 2005).

Dans le monde végétal, Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus. Il a été
démontré que les métabolites secondaires possedent divers effets biologiques, qui constituent
la base scientifique de I'utilisation des herbes dans la médecine traditionnelle de nombreuses
communautés anciennes. lls ont été décrits comme antibiotiques, antifongiques et antiviraux
et sont donc capables de protéger les plantes contre les agents pathogénes. En outre, ils
constituent d'importants composés absorbant les UV, prévenant ainsi les graves dommages

causes aux feuilles par la lumiére (Hussein et EI-Anssary, 2019).

1.3 Les métabolites secondaires
Les métabolites secondaires des plantes sont classés en plusieurs classes en fonction de
leur structure chimique, ils comprennent : les polyphénols, alcaloides, saponines, terpénes et

les huiles essentiels.

1.3.1 Les polyphénols

Les polyphénols sont un groupe large et complexe des métabolites secondaires
(Kennedy, 2014). lls sont présents dans toutes les parties des plantes, mais avec une
répartition quantitative qui varient entre les différents tissus (Waksmundzka-Hajnos et
Sherma, 2010).

Ils contribuent de maniere significative a la couleur, au golt et a la saveur de
nombreuses herbes, aliments et boissons (Hussein et EI-Anssary, 2019). Certains phénoliques

sont apprécies pharmacologiquement pour leurs activités anti-inflammatoires comme la
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quercétine ou leurs propriétés anti-hépatotoxiques comme la silybine (Chen et al., 2004).
D'autres exercent une activité phytoestrogénique comme la génistéine et la daidzéine, tandis
que d'autres sont insecticides comme la naringénine. De nombreuses molécules phénoliques
sont également des antioxydants et des piégeurs de radicaux libres efficaces, en particulier les
flavonoides (Kennedy, 2014).

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’un élément structural fondamental
qui est le noyau phénolique a six carbones, auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bouaziz
et al., 2008).

OH

Figure 1 : Structure du noyau phénol.

La classification la plus adoptée implique la subdivision des composés phénoliques en deux

groupes principaux : les flavonoides et les polyphénols non-flavonoides.

1.3.1.1 Les non-flavonoides

Ce groupe comprend plusieurs composés parmi lesquels on distingue les acides
phénoliques, les stilbenes, les tannins, les lignanes, les coumarines et les xanthones (Durazzo
etal., 2019).

Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont caractérisés par un groupe carboxyle lié a un cycle
benzénique (Heleno et al., 2015). Ils sont dérivés de deux composés phénoliques principaux,
les acides benzoiques (composée d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une
chaine aliphatique a' un carbone) et cinnamique (dérivent de 1’acide p-coumarique, lui-méme

formé a partir de I’acide cinnamique par la cinnamate-4- hydroxylase). Des exemples de
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dérivés hydroxybenzoiques sont: l'acide gallique, l'acide p-hydroxybenzoique, I'acide
vanillique et l'acide syringique. Tandis que les acides caféiques, féruliques, sinapiques et p-
coumariques appartiennent aux acides hydro-xycinnamiques (Amarowicz et al., 2009). Les
acides phénoliques peuvent apparaitre dans les plantes alimentaires sous forme de glycosides
ou d'esters avec d'autres composes naturels tels que les stérols, les alcools, les glycosides et
les acides gras hydroxylés (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011).

OH

Figure 2: Exemple d’un phénol
Les tannins

Les tannins sont des substances poly-hydroxy-phénoliques de structure variée, dont le
poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Daltons et qui ont des propriétés communes,
en particulier des propriétés tannantes (Jacob et Pignal, 1972). lls ont la capacité de précipiter
les protéines. Ces composés sont utilisés depuis des décennies pour transformer les peaux
brutes d'animaux en cuir (Hussein et El-Anssary, 2019). Au cours de ce processus, les
molécules de tanin réticulent les protéines et les rendent plus résistantes aux attaques

bactériennes et fongiques.
Il existe deux grands types de tanins : les tanins hydro-lysables et les tanins condensés.
Les tanins hydro-lysables

Les tanins hydro-lysables peuvent encore étre divisés en gallotannins, qui fournissent
du sucre et de I'acide gallique lors de I'hydrolyse, et en éllagitannins, qui lors de I'nydrolyse ne
donnent pas seulement du sucre et de l'acide gallique, mais aussi de I'acide éllagique. Ces
composés sont hydrolysés par des acides faibles et déecomposés par des températures élevées
pour donner du pyrogallol, un composé hépatotoxique et trés irritant (Smeriglio et al., 2017).
Ce groupe principalement responsable des effets toxiques pouvant apparaitre lors de la

consommation de certaine plante (Paolini et al., 2003).
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Les tannins condensés

Les tanins condensés, également appelés proanthocyanidines, sont les plus abondants
des polyphénols d'origine végétale. Ce sont des oligomeres de flavan-3-ol (monomere de
catéchine) et/ou de flavan-3,4-diol, généralement liés par des liaisons C-C (4-8 ou 6-8) et
occasionnellement par des liaisons C-O-C avec une grande diversité structurelle (Lamy et al.,
2016). lls sont egalement appelés pro-anthocyanidines oligomériques (OPC). Ces composés
ne sont pas facilement hydrolyseés, ils se décomposent dans des conditions alcooliques acides

en donnant des pigments rouges appelés phlobaphénes.

Ce groupe ne traverse pas la barriere intestinale, il est aussi moins toxiques que les tanins
hydrolysables (Paolini et al., 2003).

Figure 3 : Exemple de tannins
Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone. lls ont été isolés pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le
Coumarouna odorata (Stefanachi et al., 2018).

Ce sont des composés phénoliques non volatils, ils sont tres répandues, notamment
dans les racines et les écorces. Ils correspondent aux dérives du phénylpropane dont les
précurseurs sont des acides hydroxycinnamiques. L’acide cisortho hydroxy cinnamique ou
coumarinique se trouve chez le végétal a 1’état de glucoside hydrolysé par la B-glucosidase, il

est immédiatement cyclisé en coumarine proprement dite (Garabeth et al., 2007).
Les lignanes
Les lignanes, sont des composés polyphénoliques, phytoestrogéniques a faible poids

moléculaire, dérivés biosynthétiqguement des phenylpropanoides. La plupart des lignanes se
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trouvent librement dans les plantes, mais une petite proportion d'entre elles coexistent avec les
sucres pour former des glycosides dans le bois et la résine des plantes. lls se produisent
presque dans toutes les parties morphologiques des plantes, y compris le xyleme, les racines,

les feuilles, les fleurs, les fruits, les rhizomes, les tiges et les graines (Zhang et al., 2014).
Les stilbénes

Les stilbenes sont des composés non-flavonoides présentant une structure carbonée
particuliére en C6-C2-C6 (Riviere et al., 2012). Ils sont structurellement caractérisés par la
présence du noyau 1,2-diphényléthyléne et peuvent étre divisés en deux catégories: les
stilbenes monomeres et oligomeres (Shen et al., 2009). Ces composés ont été identifiés dans
de nombreuses familles de plantes : Melanthiaceae, Polygonaceae, Moraceae, Vitaceae, etc.
Ils sont également présents dans diverses sources alimentaires comme le raisin, les fruits
rouges, les cacahouétes ou la rhubarbe (Pérez-Jiménez et al., 2010). lls sont généralement
isolés des plantes sous formes hydroxylées (monomeéres et oligoméres de resvératrol),
méthylés (pterostilbéne), esterifiés, glycosylés (picéides) ou méme prenylés (chiricanines).
Leur solubilité est négligeable dans 1’eau et accrue dans la plupart des solvants organiques
(Shen et al., 2009).

Les xanthones

C’est une famille constituée des composés polyphénoliques généralement isolés dans

les plantes supérieures répondant a une structure de base en C6-C1-C6 (Jean, 2009).

Les xanthones naturels peuvent étre subdivisés en fonction de la nature des substituants dans
I’échafaudage dibenzo-y-pirone en : simple oxygéné xanthones, xanthones glycosylées,
xanthones prénylées et leurs dérivés, dimeres de xanthone, et xanthonolignoides (Pinto et al.,
2005).

1.2.1.2 Les flavonoides

Les flavonoides représentent une famille large de polyphénols avec une structure
commune de diphénylepropanes constituée de deux noyaux aromatiques, liée par trois atomes
carboniques C6-C3-C6 (Panche et al., 2016). Ils constituent un groupe de plus de 6000
composés naturels formant des pigments responsables des colorations jaunes, oranges et
rouges des différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Ainsi, ils protégent les plantes contre
les divers stress biotiques et abiotiques. Ils présentent un spectre diversifié de fonctions
biologiques et jouent un réle important dans I'interaction entre la plante et son environnement.
Les flavonoides ne sont pas essentiels a la survie des plantes ; néanmoins, ils sont bioactifs et

influencent le transport de I'normone végétale, I'auxine (Samanta et al., 2011). Ils assurent
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également la protection des tissus contre les agressions des ultraviolets, transport d'auxine,
ainsi que la signalisation pendant la nodulation (Falcone Ferreyra et al., 2012).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en différents sous-groupes, qui sont
flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanols ou catéchines, anthocyanes et

chalcones (Panche et al., 2016).

2-Phenyl-chromen-<4-one
{Flavone)

1-(2-Hydroxy-phenyl)-
3-phenyl-propencne
(Chalcone)

0]
3-Hydroxy-2-phenyl
-chromen-4-one
(Flavonel)

3-Hydroxy-2-phenyl-

2-Phenyl-chroman-4-one
(Flavanone)

3-Hydroxy-2-phenyl-

“hromenylium
2-Phenyl-chroman-3-ol 3-Phenyl-chromen-4-one HLntIlmwn;idine] chroman-4-one
{Flavan-3-ols) {Isoflavone) £ whium Salt (Flavanonol)

Figure 4: Structure chimique de certains flavonoides.
Flavanones

Les flavanones constituent une classe importante qui est généralement présente dans
tous les agrumes tels que les oranges, les citrons et les raisins. L'hespéritine, la naringénine et
I'ériodictyol sont des exemples de cette classe de flavonoides. Egalement ils sont appelés
dihydroflavones. lls ont le cycle C saturé, la double liaison entre les positions 2 et 3 est
saturée. Ces composés sont responsables du golt amer du jus et du zeste des agrumes (Panche
et al., 2016).

Les flavonols

Ce sont des flavonoides avec un groupement cétone. lls sont caractérisés par la
présence d’un groupement hydroxyle (OH) en position 3 de I’hétérocycle central C tels que le
kaempférol, la quercétine et la rutine. Ils posseédent un trés fort pouvoir antioxydant en raison

de leur structure chimique favorable au piégeage des radicaux libres (Liu et al., 2012). lls
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constituent peut-étre le sous-groupe de flavonoides le plus courant et le plus important dans
les fruits et légumes.

Les flavones

La flavone est une classe de flavonoides basée sur le squelette de la 2-phénylchromen-
4-one (2-phényll-benzopyran-4-one). La formule moléculaire de la molécule de flavone est
CisH100,. Elle posséde un squelette a trois cycles C6-C3-C6, les anneaux sont appelés
anneaux A, C et B, respectivement et, trois groupes fonctionnels, dont I'nydroxy, le carbonyle
et la double liaison conjuguée. Par conséquent, ils donnent lieu a des réactions typiques de ces
trois groupes fonctionnels. La flavone est une substance cristalline incolore-jaune, soluble
dans I'eau et I'éthanol (Singh et al., 2013).

Les chalcones

Les chalcones sont des intermédiaires dans la biosynthése des flavonoides, qui sont
des substances répandues dans les plantes, elles se caractérisent par I'absence du "cycle C" de
la structure de base du squelette des flavonoides. Elles sont abondantes dans les plantes
comestibles (tels que les tomates, les poires, les fraises, les raisins d'ours et certains produits
du blé), et sont considérées comme des précurseurs des flavonoides et des isoflavonoides
(Chavan et al., 2016). Les principaux exemples de chalcones sont la phloridzine, I'arbutine, la
phlorétine et la chalconaringénine.

Les isoflavonoides

Les isoflavones, I'un des sous-groupes les plus importants de flavonoides, qui contient
un squelette carboné C6-C3-C6 basé sur le 3-phénylchroman. Les isoflavones sont présents
presque exclusivement dans les légumineuses et peuvent étre trouvés en grande quantité dans
les produits a base de soja. lls sont principalement présents sous forme de glycosides
(Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2011, Monteiro et al., 2018).

Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments les plus importants des plantes vasculaires
(Wrolstad et al., 2005). Elles sont responsables de la couleur orange, rose, rouge, violet et
bleue dans les fleurs et les fruits de certaines plantes (Castafieda-Ovando et al., 2009). Ils sont
des dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium) porteur de 3 cycles aromatiques
conjugués (Lima et al., 2020). Leur aptitude a se solubiliser facilement dans les milieux

aqueux offre des possibilités trés larges dans le domaine industriel.
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1.3.2 Les saponines

Les saponines sont des métabolites secondaires largement distribués dans le regne
veégétal. lls agissent comme une barriere chimique dans le systéme de défense de la plante
contre les agents pathogeénes et les herbivores (Augustin et al., 2011). lls sont généralement
connus comme des composes non volatils, tensio-actifs (Vincken et al., 2007). Les saponines
sont constituées d'un fragment de sucre contenant habituellement du glucose, du galactose, de
I'acide glucuronique, de la xylose, du rhamnose ou du méthylpentose. Ils sont liés
glycosidiqguement a un aglycone hydrophobe (sapogénine) qui peut étre de nature
triterpénoide ou stéroidienne (Elekofehinti, 2015).

La structure complexe de la saponine est due a la variation de structure de I'aglycone,
a la nature des chaines latérales et a la position de fixation de ces fragments sur I'aglycone
(Elekofehinti, 2015).

Les saponines se divisent en deux grandes classes qui sont : les glycosides stéroidiens
et les triterpénoides dont la caractérisation de la structure varie en fonction du nombre d'unités
de sucre attachées a différentes positions. Les saponines ont de nombreuses applications
commerciales en raison de leurs propriétés mouillantes, émulsifiantes et moussantes (Singh et
Kaur, 2018).

1.3.3 Les alcaloides
Initialement définis comme des substances azotées basiques d’origine naturelle et de
distribution restreinte. Ils ont une structure complexe, leur atome d’azote est inclut dans un

systéme hétérocyclique, ils possédent une activité pharmacologique significative.

Les alcaloides sont bio synthétiqguement formés a partir d’un acide aminé (Jean,

2009), tels que I’ornithine, la tyrosine, le tryptophane et autres (Jost et Jost-Tse, 2016).
Ils sont généralement classés en trois groupes :
1.3.3.1 Les alcaloides vrais

IIs dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un systéme
hétérocyclique. lls apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme d'un
sel, soit comme N-Oxide (Milcent et Chau, 2003)

1.3.3.2 Les proto-alcaloides

Ce sont des amines simples, dont lI'azote n'est pas inclut dans un hétérocycle (Milcent
et Chau, 2003).
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1.3.3.3 Les pseudo-alcaloides

Ne sont pas dérivés d'acides aminés, ils peuvent cependant étre indirectement liés a la
voie des acides aminés par l'intermeédiaire de lI'un des leurs précurseurs, ou de I'un des leurs

postcurseurs (Yinyang et al., 2014).

1.3.4 Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composés complexes naturels et volatils, caractérisés
par une forte odeur. Elles sont formées par des plantes aromatiques en tant que métabolites
secondaires lipophiles tres volatils, solubles dans les lipides et les solvants organiques
(Bakkali et al., 2008). Elles peuvent contenir plus de 300 composés différents (Sell, 2005),
atteindre une masse inférieure a un poids moléculaire de 300, et étre physiquement séparés
des autres composants végetaux ou des tissus membranaires (Turek et Stintzing, 2013). Elles

ont un indice de réfraction élevé.

Les huiles essentielles sont généralement obtenues a partir du matériel végétal (fleurs,
bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et racines). Elles peuvent
étre obtenues par hydrodistillation, distillation a la vapeur, distillation séche ou par un procédé
mécanique approprié sans chauffage (par exemple pour les agrumes) (Rubiolo et al., 2010).
Actuellement, 3000 huiles essentielles sont connues, dont environ 300 sont d’une importance

commerciale (Bessah et Benyoussef, 2015).

Les constituants des huiles essentielles appartiennent, de facon quasi exclusive, a deux

groupes :

Le groupe des terpénoides (terpénes) d'une part et le groupe des composés aromatiques
dérivés du phénylpropane beaucoup moins fréquents d'autre part. Les deux groupes sont
caractérisés par un poids moléculaire bas (Bakkali et al., 2008). lls peuvent également
renfermer divers produits issus d’un processus dégradatif mettant en jeu des constituants non
volatils (Jean, 2009).

1.3.4.1 Les terpenes

Les terpénes, également appelés terpénoides ou isoprénoides, constituent la plus
grande classe des produits naturels avec plus de 55 000 composes connus et structurellement
diversifiés. Ces substances chimiques font partie du meétabolisme secondaire des especes
végétales et animales et sont dérivées d'unités isoprénes en C5 jointes téte-béche par deux
voies de biosynthese, via des intermédiaires qui sont soit I'acide mévalonique soit le 1-

désoxy-D-xylulose 5-phosphate.
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Les structures typiques contiennent des squelettes carbonés représentés par (C5n).
elles sont classées en hémiterpenes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpénes(C15),
diterpenes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30) et les tétraterpenes (C40) (Guimarée et
al., 2014).

1.3.4.2 Les phénylpropanoides

Les phénylpropanoides constituent un vaste groupe de composes organiques produits par
les plantes. lls sont synthétisés a partir de l'acide aminé phénylalanine, qui est converti en
acide cinnamique. La réduction du groupe acide carboxylique présent dans I'acide cinnamique
donne un aldéhyde (par exemple, le cinnamaldéhyde) et une réduction supplémentaire produit
des monolignols tels que les phénylpropenes (par exemple, I'eugénol et le safrole) (Andrade et
al., 2014).

1.4 La bio activité des métabolites secondaires

Les phyto-composés jouent un grand rble dans l'adaptation des plantes a leur
environnement, mais représentent également une  source importante de produits
pharmaceutiques (Jain et al., 2019). En effet, le role des métabolites secondaires est largement
montré dans la protection contre certaines maladies grace a leur propriétés biologiques :
antioxydantes, antibactériennes, anti-inflammatoires, anticestrogeénes, antiallergiques,

antitumorales, hépatoprotectrices, analgésiques ....

La plupart des plantes renferment divers composants aux propriétés antimicrobiennes
permettant de se protéger contre les agents agressifs, notamment les micro-organismes. Les
composants présents dans certaines plantes exercent une activité microcide ou microstatique.
Le mécanisme d'action de ces composés est relié a la désintégration de la membrane
cytoplasmique, a la déstabilisation de la force motrice du proton, au flux d'électrons, au
transport actif et a la coagulation du contenu cellulaire. En effet, les composés chimiques des
huiles essentielles agissent sur les protéines de la membrane cytoplasmique (Jain et al., 2019).
Les hydrocarbures cycliques agissent sur les ATPases, enzymes connues pour étre localisées
au niveau de la membrane cytoplasmique et entourées de molécules lipidiques, les
epicatechines sur la perturbation des membranes, les coumarines sur ’ADN. De plus, les
hydrocarbures lipidiques peuvent fausser l'interaction directe des composeés lipophiles avec les
parties hydrophobes des protéines (Silva et al., 2010).

Il est reconnu que les substances phytochimiques possedent de nombreuses propriétés
pharmacologiques grace a leurs activités antioxydants. Il existe divers composés

phytochimiques isolés des plantes comme les vitamines A, C et E, les polyphénols,
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flavonoides, tanins, lignanes, phytoestrogénes, saponine, bétacaroténe, anthocyanines et
lycopéne possedant des propriétés antioxydants (Monika et al.,2016).

Chagque composant possede un mécanisme d'action particulier. Par exemple, Les
composés phénoliques réduisent ou inhibent les radicaux libres par transfert d'un atome
d'’hydrogene a partir de leur groupe hydroxyle. Le mécanisme de réaction d'un composé
phénolique avec un radical peroxyle (ROO-) implique un transfert concerté du cation
hydrogene du phénol au radical, formant un état de transition d'une liaison H-O avec un

électron (Santos-Sanchez et al., 2019).

Les flavonoides ont un effet protecteur sur les lésions de I'ADN induites par les
radicaux hydroxyles. L'un des mécanismes qui explique I'effet protecteur des flavonoides sur
I'’ADN est I'implication des ions métalliques chélateurs, tels que le cuivre ou le fer. Les
flavonoides complexeés avec le cuivre ou le fer empéchent la génération de ROS (Nimse et al.,
2015).

De plus, Les caroténoides sont connus pour piéger les radicaux peroxyles plus
efficacement que n'importe quel autre ROS. Les caroténoides sont connus pour jouer un role
important dans la protection des membranes cellulaires et des lipoprotéines contre les ROS
grace a leur activité de piégeage des radicaux peroxyles. lls désactivent les radicaux peroxyles
en réagissant avec eux pour former des adduits de radicaux centrés sur le carbone stabilisés

par résonance (Nimse et al., 2015).

Parmi les différentes activités biologiques des produits végétaux naturels, l'anti-
inflammation est 1'un des effets les plus rapportés. L’action de I’anti-inflammatoire passe par
la diminution de production des principaux mediateurs de I’inflammation par inhibition des
enzymes de synthese : cyclo-oxygénase pour les prostaglandines et lipo-oxygénase pour les
leucotriénes.  Plusieurs études ont montré I'effet anti-inflammatoire des constituants
phytochimiques. Par exemple les triterpénes (o/B-amyrine acétate, nimbine, filicene, acide
oléanolique) ont montré une réduction significative du volume de l'cedéme, les quercetines
sont capables de moduler l'adhésion des monocytes au cours de [l'inflammation

athérosclérotique en inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires (Azab et al., 2016).

Les alcaloides quaternaires et leurs dérivés tétrahydro possedent de nombreux effets
biologiques et thérapeutiques averés. Par exemple, la palmatine, la jatrorrihizine et la
tétrahydropalmatine ont été signalées comme présentant une activité antipaludique in vitro...
En Chine, la tétrahydropalmatine est utilisée comme analgésique et a été signalée comme

présentant des activités bradycardiques, hypotensives et sédatives (Bribi, 2018).
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En outre, il a été démontré que les flavonoides tels que les xanthones, la quercétine, la
gossypétine, la myricétine et I'épicatéchine-3-gallate constituent des inhibiteurs efficaces de
I'acétylcholestérase (AChE) qui est une enzyme cible dans le traitement de la maladie
d'Alzheimer. En effet, ces produits naturels agissent en inhibant I'AchE qui va corriger le
déficit en acétylcholine et améliorer son niveau dans le cerveau. Ainsi, I'augmentation du taux
d'acétylcholine est le premier précurseur du traitement de la maladie d'Alzheimer (Ghnimi,
2015). De plus, plusieurs produits a base de plantes et de métabolites secondaires sont utilisés
dans le traitement du diabéte, ils agissent sur la régulation des voies de signalisation de
I'insuline, la translocation du récepteur GLUT-4 et/ou l'activation du PPARy ainsi qu'une
action anti-inflammatoire et immunomodulatrice (Ota et al., 2016).
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I1. Généralités sur le sang

Un adulte humain moyen a plus de 5 litres (6 quarts) de sang dans son corps. Le sang est
un transporteur d'oxygene et de nutriments vers les cellules vivantes. En retour, il élimine
leurs déchets. Il intervient aussi dans le transport des cellules immunitaires pour combattre
les infections et contient des plaquettes qui peuvent former un bouchon dans un vaisseau

sanguin endommagé pour empécher la perte de sang (Dean, 2005).

1.1 Définition

Le sang joue un rdle essentiel dans de nombreuses fonctions vitales. L’ensemble de
ses composants est indispensable a la bonne santé. Ces derniers ne présentent pas les mémes
caractéristiques ; leurs densités relative, leurs vitesse de sédimentation et leurs tailles different
les unes des autres ce qui favorise leurs séparation lorsqu'une force centrifuge est appliquée
(Dean, 2005).

Toutes les cellules présentes dans le sang proviennent de la moelle osseuse. Elles
commencent leur vie en tant que cellules souches et se transforment en trois principaux types

de cellules : les globules rouges, les globules blancs et les plaquettes (Janeway et al., 2009).

=
— Plasma
| White blood cells
& Platelets
— Red blood cells

Figure 5 : Les composants sanguins

Par ordre croissant, la densité des composants sanguins est la suivante : le plasma, les

plaquettes, les leucocytes (couche leucocytaire) et les culots globulaires (CGR).

11.2 Les composants du sang
¢ Les globules rouges

Les GR sont le type de cellules le plus courant dans le sang, chaque millimétre cube
de sang contenant 4 a 6 millions de cellules, avec un diamétre de seulement 6 um. Les GR
sont suffisamment petits pour se faufiler dans les plus petits vaisseaux sanguins. lls circulent
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dans l'organisme jusqu'a 120 jours, aprés quoi les GR anciens ou endommagés sont éliminés

de la circulation par des cellules spécialisées (macrophages) dans la rate et le foie.

Chez I'hnomme, comme chez tous les mammiferes, le GR mature est dépourvu de
noyau. Cela permet a la cellule d'avoir plus de place pour stocker I'hnémoglobine, la protéine
de liaison a l'oxygéne, ce qui permet au GR de transporter plus d'oxygene. Les GR sont
également de forme biconcave ; cette forme augmente leur surface pour la diffusion de
I'oxygeéne a travers. Chez les vertébrés non-mammiferes, comme les oiseaux et les poissons,

les GR matures possedent un noyau (Glenn et Armstrong, 2019).
¢ Les globules blancs

Les globules blancs (leucocytes) sont beaucoup moins nombreux dans le sang que les
érythrocytes, ils représentent moins de 1% du volume sanguin total. Ils contiennent des
noyaux et d'autres organites mais pas d'hémoglobine. IlIs constituent la principale défense de
I'organisme contre la maladie ; ils protegent contre les dommages causés par les agents
pathogenes en éliminant les cellules endommagées, les toxines et les déchets (Lichtman et al.,
2011).

Il existe plusieurs types de leucocytes, qui varient en taille, structure et fonction. Ils peuvent

étre divisés par plusieurs caractéristiques différentes.

Les granulocytes sont des neutrophiles, des éosinophiles et des basophiles. Ils sont
tous de forme grossierement sphérique et ont des noyaux lobaires. Ils contiennent des
granules cytoplasmiques qui sont facilement colorés et visibles au microscope. lls sont non
specifiques car ils peuvent étre activés par un certain nombre de stimuli varié (Glenn et
Armstrong, 2019).

Les agranulocytes sont constitués de lymphocytes et de monocytes (précurseurs des
macrophages). Bien qu'ils contiennent encore des vésicules sécrétoires, celles-ci sont
difficilement visibles en microscopie optique, d'ou le terme d'agranulocytes. Ils sont trés
distincts les uns des autres sur le plan fonctionnel mais sont structurellement similaires (Glenn
et Armstrong, 2019).

¢ L'hémoglobine (Hb)

L'hémoglobine (Hb) est une métalloprotéine présente dans I'érythrocyte, responsable
de plus de 99 % du transport de I'oxygene des poumons vers les tissus et représente 33 % de
la masse des globules rouges. Elle est composéee de quatre sous-unités contenant chacune une
chaine polypeptidique de globine et une porphyrine contenant du fer appelé héme. L'héme est
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synthétisé a partir d'acide succinique et de glycine et contient un atome de fer (Fe) a I'état
ferreux réduit (Fe2p). Le taux normal d'Hb pour les hommes est de 14 a 18 g/dl ; celui des
femmes est de 12 a 16 g/dl. Lorsque le taux d'hémoglobine est faible, le patient est anémique
(Walker et al., 1990).

% Le plasma

Le plasma est principalement composé d'eau, mais il contient également de
nombreuses substances importantes telles que les protéines (albumine, facteurs de

coagulation, anticorps, enzymes et hormones), les sucres (glucose) et les particules de graisse.
s Les plaquettes

Les plaquettes, les plus petites des cellules sanguines humaines (3,6 a 0,7 mm), jouent
un rdle central dans les processus d'hémostase et de thrombose. En outre, les plaquettes sont
des cellules spécialisées de la défense immunitaire innée, des modulateurs de la réponse
inflammatoire, et elles participent & la cicatrisation des plaies ainsi qu'aux métastases
hématogenes. Elles sont libérées par les mégacaryocytes de la moelle osseuse sous forme de

fragments anucléés dans la circulation (Jurk et Kehrel, 2005).

11.3 L’Hématopoiese

L’hématopoiése est I'ensemble des phénomenes de fabrication et de remplacement a
partir des cellules souches hématopoiétiques. Elle se déroule dans les organes
hématopoiétiques. Elle débute dés la période embryonnaire, dans le sac vitellin de gestation,
puis dans le foie feetal, la rate et la moelle osseuse. Chez I'homme adulte, I’hématopoiése n’a

lieu que dans la moelle osseuse potentielle hématopoiétique.

La base de I'nématopoiese est une CSH (cellules souches hématopoiétiques) primitive
qui est multipotente et qui va, sous l'influence de facteurs stimulants, se différencier dans I'une
ou l'autre des lignées cellulaires. Elle se transforme ensuite en une cellule dite progénitrice. Il
existe 2 types de progéniteurs : celles qui se dirigeront vers la lignée lymphoide et celles qui
se dirigeront vers la lignée myéloide. Le progéniteur lymphoide, appelé CFU-L, va former les
deux types de lymphocytes, T et B. Le progéniteur myéloide, appelé CFU-GEMM (Colony
Forming Unit - Granuleuse, Erythrocytaire, Macrophage et Mégacaryocytaire) ou CFU-MIX,
va former le reste des cellules sanguines et est encore multipotent (Vainchenker et Reiffers,
2005).
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Figure 6 : L’hématopoicse (Jagannathan-bogdan et al., 2013)
e Ladivision

Au bout de plusieurs divisions, ces progéniteurs deviennent spécifiques d'une lignée ; ce
sont les cellules précurseur. Les précurseurs les plus immatures sont les myéloblastes, les
proérythroblastes, les mégacaryoblastes, les lymphoblastes et les monoblastes. Il s'agit des

premiéres cellules des lignées morphologiquement identifiables.

e La maturation

Pendant leur différenciation, les CSH subissent des changements morphologiques tels
que la diminution de la taille des cellules, la diminution du rapport nucléo-cytoplasmique, la

disparition des nucléoles, la condensation de la chromatine.

Elles vont également subir une maturation engendrant des modifications spécifiques du

noyau, du cytoplasme et de la membrane.

e La multiplication

Si, lors de I’hématopoiese, un précurseur ne donnait naissance qu'a un seul élément
figuré mature, le rendement et I'efficacité de I'hématopoiése seraient bien insuffisants. De ce
fait, et parallelement a la maturation, il se produit une division cellulaire a chaque stade de
maturation. Selon les lignées, il se produit entre 3 et 5 mitoses de sorte qu'un précurseur peut
donner naissance a 16 cellules filles et fournit donc une quantité de cellules suffisante a

I’homéostasie sanguine.
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11.4 Les maladies du sang

Plusieurs pathologies peuvent affecter le sang et ses composants (les globules rouges,
globules blanc, les plaquettes, et le plasma) a savoir: I’anémie, leucémie, lymphome,
thrombocytopénie, hemophili (Sell, 2005; Means, 2013; Safi et al., 2019).

L'anémie est considérée parmi les troubles sanguins les plus courants et, selon L’OMS
(organisation mondiale de Santé), elle touche 1,62 milliard de personnes, ce qui correspond a
24,8 % de la population (OMS, 2000).

1.5 L’Anémie
11.5.1 Définition de ’anémie

L’anémie est un état pathologique dans lequel le nombre des hématies est insuffisant
pour répondre aux besoins physiologiques de 1’organisme. Ces besoins varient en fonction de
I’age, du sexe, de ’altitude, de ses habitudes tabagiques et du stade de la grossesse (OMS,
2008). Elle provoque une diminution de I’apport d’oxygeéne aux tissus Ce qui entraine une

hypoxémie tissulaire (Lord, 2008).

Elle est encore définie par une diminution de la concentration de I'némoglobine
circulante au-dessous des valeurs limites considérées comme normales et fixées par I'OMS
(Ouédraogo et al., 2012).

Tableau 1 : Définition de I’anémie selon ’OMS

Age /sexe Taux d'hémoglobine (g / dl)
Enfants (6 - 59 mois) 11

Enfants (5 - 11 ans) 11,5

Enfants (12 - 14 ans) 12

Femmes non enceintes (> 15 ans) 12

Femmes enceintes 11

Hommes (> 15 ans) 13

Les groupes de populations les plus vulnérables a I'anémie comprennent les enfants de
moins de 5 ans (42 % atteints d'anémie en 2016), en particulier les nourrissons et les enfants

de moins de 2 ans et les femmes enceintes (46 % atteintes d'anémie en 2016).

Les femmes eétaient systématiquement plus exposées au risque d'anémie que les
hommes dans presque toutes les régions géographiques et dans la plupart des groupes d'age.

Les autres groupes a risque comprennent les personnes ageées, car la prévalence de I'anémie
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chez les adultes de plus de 50 ans augmente avec l'avancée en age (Chaparro et Suchdev,
2019).

11.5.2 Les symptomes de I'anémie

La symptomatologie dépend classiquement du taux de perte de sang, ils sont
généralement les suivants : la faiblesse ; la fatigue ; la léthargie des jambes sans repos ;
I’essoufflement surtout a I'effort ; la syncope ; les douleurs thoraciques et la tolérance réduite
a l'exercice en présence d’une anémie sévere. Par contre, 1’anémie légére peut étre

asymptomatique (Lasch et al., 2009).

11.5.3 L’étiologie de I'anémie : mécanismes biologiques et classifications

L'anémie est fréquemment classée sur la base du mécanisme biologique de causalité.
Deux approches sont utilisées : I'approche cinétique et I'approche morphologique (Broadway-
Duren et Klaassen, 2013).

11.5.3.1 L’approche cinétique
L'approche cinétiqgue examine le mécanisme responsable de la diminution de
I'hnémoglobine, elle est divisée en trois catégories : la perte accrue des globules rouges, la

destruction des globules rouges et la diminution de la production des globules rouges.

a. Une perte accrue des globules rouges peut résulter d'une hémorragie aigué ou la perte du
sang est rapide (par exemple une blessure grave), ou d'une hémorragie chronigue ou la perte

de sang est légeére, mais continue (par exemple, les hémorroides) (Marieb et Hoehn, 2014).

b. Destruction accrue des globules rouges peut résulter d’une anémie hémolytique

(Broadway-Duren, 2013).

On distingue classiqguement, des hémolyses « corpusculaires » liées a une anomalie
d’un des constituants du GR (hémoglobine, enzyme du métabolisme énergétique du GR ou
protéine constitutive de la membrane) et, des hémolyses « extra-corpusculaires » ou
I’hémolyse du GR est secondaire a un facteur extrinséque (anticorps, agent infectieux, facteur

mécanique, toxique...) (Loustau et al., 2011).

c. Diminution de la production des globules rouges peut étre causée par une carences
nutritionnelle (fer, vit B12, folates); une carence martiale fonctionnelle (syndrome
inflammatoire) ; les cytokines inflammatoires (Cartron, 2012); le manque d’hormones
nécessaires a une érythropoiese telles que I'hypothyroidie et I'nypogonadisme (Broadway-
Duren, 2013) et les maladies chroniques a type d’insuffisance rénale et d’inflammation

chronique (Andrés et al., 2008). La diminution de la production des globules rouges peut
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également résulter de la suppression de la moelle osseuse par la chimiothérapie, la
radiothérapie ou d'une maladie de la moelle osseuse (Nathan and Oski, 1987).

11.5.3.2 L approche morphologique

Dans I’approche morphologique la classification repose sur I’évaluation du volume
globulaire moyen (VGM) et du réticulocyte adapté aux valeurs de 1’hémoglobine. Elle permet
de distinguer les anémies hemolytiques régénératives des anémies arégenératives micro-,

macro- ou normocytaires (Colin et al., 2018).

Tableau 2. Les causes courantes des différentes classes d’anémie selon 1’approche

morphologique.

Type d’anémie

Les causes

Anémies régenératives
(réticulocytes 150 000/mm?3).

Hyperdestruction périphérique de globules rouges
(hyperhémolyse), hémorragie aigué, ou a la réparation
d'un déficit antérieur de la production érythrocytaire.
(Blétryet al., 2014).

Anémies
microcytaires
(VGM <80 u3).
(Blétryet al., 2014).

arégénératives

Carence en fer,

Carence en cuivre,

Thalassémies,

Hémoglobinopathies,

Anémie de maladie chronique (inflammation).
(Broadway-Duren and Klaassen, 2013)

Anémies
macrocytaires
(VGM > 98 u3, réticulocytes
100 000/mm3)

(Blétryet al., 2014).

arégénératives

Carence en vitamine B12 (cobalamine),

Carence en folate,

L'abus d'alcool,

Syndrome myélodysplasigue,

L'anémie aplasique,

Reticulocytose (Ex. En réponse a I'hémolyse, perte de
sang),

Anémie médicamenteuse
méthotrexate, 6-mercaptopurine).

(Ex. Hydroxyurée,

Anémies arégénératives
normocytaires (réticulocytes <
100 000/mm3 et VGM entre 80
et 98 u3)

Saignement sévére

L'insuffisance rénale chronique

Hypothyroidie

Suppression de la moelle osseuse (Ex., Aplasie des
globules rouges, anemie aplasique) (Broadway-Duren
and Klaassen, 2013)

11.6 La physiopathologie de ’anémie

11.6.1 La physiopathologie de I’anémie ferriprive

Le fer constitue un élément indispensable pour la synthese de I'hémoglobine, 75% du
fer de l'organisme servant a l'érythropoiese, seuls 10 a 20% du fer proviennent de
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I'alimentation. Il faut donc recycler le fer aprés une hémolyse physiologique (Murawska et al.,
2016).

- A I'état normal, le cycle du fer est un circuit fermé (Figure (7a)),
-En cas d'anémie ferriprive, un déséquilibre chronique entre les besoins et les pertes en fer
s’installe (Figure (7b)).

L'absorption digestive du fer se fait au niveau de I'intestin, elle est maximale au niveau
du duodénum. Le transport du fer dans le plasma se fait grace a une protéine dite
Sidérophiline ou Transferrine. La réserve en fer représente 25% du fer total, soit 1 a 1.5g. I

existe 2 formes de réserve, la Ferritine et I'Hémosidérine.
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Figure 7 : Cycle du fer a I’état normal (Adulte sain) (a), et a 1’état anormal (Anémie) (b).
(Handelman & Levin, 2008)
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La carence en fer se développe par stades. Au cours de la premiére étape, les besoins
en fer sont supérieurs aux apports, ce qui provoque I'épuisement progressif des réserves de fer
de la moelle osseuse. A mesure que les stocks diminuent, I'absorption du fer alimentaire
augmente par compensation. Au cours des étapes ultérieures, la carence altére la synthese des

globules rouges, puis finit par provoquer une anémie.

Une carence en fer sévére et prolongée peut également entrainer un dysfonctionnement des

enzymes cellulaires.

11.6.2 La physiopathologie de I’anémie mégaloblastique par carence en vitamine B12 et
en acide folique (B9)

Le déficit en acide folique et en vitamine B12 est responsable d’un blocage partiel des
cellules a renouvellement rapide, il s’associe a un défaut de synthése d’ADN, un

asynchronisme de la maturation nucléocytoplasmique et une érythropoiése inefficace.

En cas de carence en facteurs antipernicieux, le défaut de synthese de I’ADN se traduit
par une réduction des mitoses qui est la cause du gigantisme des érythroblastes d'ou les
mégaloblastes (car la taille des cellules diminue a chaque mitose). Ces mégaloblastes
présentent un développement asynchrone du noyau et du cytoplasme, le noyau conserve

I'aspect observé dans érythroblastes matures.

Une autre conséquence est I'érythropoiése inefficace par hémolyse intra médullaire. Le
défaut de synthése de I'ADN concerne également les cellules granuleuses et plaquettaires,
s'exprimant par une poly-segmentation des polynucléaires neutrophiles et une

macrothrombocytose.

Au niveau des cellules nerveuses, la carence en vitamine B12 entraine un défaut de
synthése des gaines de myéline par défaut de synthése de la méthionine, ceci explique la

neuropathie qui est une sclérose combinée de la moelle.

11.6.3 La physiopathologie de I’anémie hémolytique
Il existe deux mécanismes d'hémolyse : I'hémolyse intra-vasculaire et I'hémolyse extra-

vasculaire.

-L'hémolyse intra-vasculaire correspond a la destruction des globules rouges dans la

circulation avec la libération du contenu cellulaire dans le plasma (Dhaliwal et al., 2004).

L'hémolyse intra-vasculaire est une raison importante de la destruction prématurée des GR,
elle se produit généralement lorsque la membrane cellulaire est gravement endommagée par
un certain nombre de mécanismes différents, notamment :
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Les phénomenes auto-immuns ;

Les traumatismes directs (par exemple, I’hémoglobinurie de marche) ;

Les contraintes de cisaillement (par exemple, les valves cardiaques mécaniques
défectueuses) ;

La coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD) ;

Les toxines (par exemple, les toxines clostridiennes, les morsure de serpent
venimeux) (Kato et al., 2017).

Lorsque les GR sont détruits, leur contenu interne s'échappe dans I'espace vasculaire,
entrainant une augmentation marquée de I'némoglobine circulante ainsi que d'enzymes telles
que la lactate déshydrogénase (LDH). Les patients peuvent souvent présenter une anémie
aigueé et sévere avec d'autres signes d'atteinte des organes terminaux, en particulier du systéeme
rénal, attribuable soit a la fixation du complément lui-méme, soit a un rdle pathologique
possible joué par I'hémoglobine circulante libérée par les globules rouges (Siddon et al.,
2019).
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Figure 8: Le mécanisme de destruction des hématies dans les anemies hémolytiques

intracasculaire (Kato et al., 2017)

-L'hémolyse extra-vasculaire, plus courante, correspond a la destruction et
I'élimination des globules rouges avec 1’altération de la membrane par les macrophages de la

rate et du foie (Dhaliwal et al., 2004).
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La rate contribue genéralement a I'hémolyse en détruisant les GR légérement
anormaux ou les cellules recouvertes d'anticorps chauds. Une rate hypertrophiée peut méme
séquestrer des GR normaux. Les GR gravement anormaux ou les GR recouverts d'anticorps
froids ou de complément (C3) sont détruits dans la circulation et dans le foie (Siddon et al.,
2019).

Figure 9: Le mécanisme de destruction des hématies dans les anémies hémolytiques auto-

immune (Longo, 2021).

30



Partie bibliographique Chapitre 11 : Généralités sur le sang

11.4.4 Traitement de I'anémie
Le traitement d” une anémie repose sur le traitement de la cause.

11.4.4.1 En cas de carence de certains éléments
A- Carence en fer

La supplémentation en fer ne vient que corriger le défaut de fer. Des régles hygiéno-
diététiques simples permettent de prévenir et ou corriger une carence en fer en favorisant des
aliments riches en fer (foie de veau, huitres, cacao...) en favorisant le fer héminique qui a une
meilleure absorption que le fer non heminique (Belon et al., 2013). Un traitement curatif par
sels ferreux 100 a 200 mg de fer ferreux par jour (ex: fumarate ferreux (FUMAFER))
(Berrebi, 2009).

Pour les formes sevres, il peut étre necessaire d avoir recours a |I" administration de fer par

voie intraveineuse (Belon et al., 2013).
B- Carence en vitamine B12

S'il s'agit d'une anémie résulte d’une carence en vitamine B12 (anémie biermer)
(Ramirez et al., 2017). Elle peut étre traitée avec une dose élevée de vitamine B12 par voie
orale, 1000 a 2000 mg par jour (Broadway-Duren et Klaassen, 2013).

C- Carence en acide folique

S'il s'agit d'une anémie résulte d’une carence en acide folique, elle peut étre traitée avec
une dose ¢levée de I’acide folique par voie orale (traitement : 5 mg / jour pendant 4 mois,

entretien : 5 mg / semaine) (Ramirez et al., 2017).

11.4.4.2 En cas des anémies hémolytiques auto-immunes

Pour les anémies hémolytiques auto-immunes, le traitement repose essentiellement sur
la prise de corticoides (cortisone ou un de ses dérivés). Ce type de médicament permet
d’enrayer la destruction accrue des globules rouges. Le traitement se prend par voie orale. La
dose de depart est maintenue pendant quatre a six semaines, ensuite progressivement reduite
(Hill et Hill, 2018).

11.4.4.3 En cas de maladie rénale chronique
Des injections d’érythropoiétine (ou EPO) sont nécessaires. Cette hormone
naturellement fabriquée par le rein stimule la moelle osseuse pour fabriquer des globules

rouges (Gouva et al., 2004).
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11.4.4.4 En cas des maladies inflammatoire

Si la personne souffre d’une maladie inflammatoire chronique, donc le médecin doit

étre la soigné pour réduire les symptdmes de I’anémie inflammatoire.

11.4.4.5 Traitement par la phytothérapie (traitement par les antioxydants naturels)

Plusieurs plantes sont reconnues pour leurs effets thérapeutiques. lls offrent une

alternative potentiellement moins onéreuse aux traitements pharmacologiques conventionnels.

De longue liste des plantes utilisées traditionnellement autrefois et aujourd’hui dans le

traitement de I’anémie, voici celles que 1’on peut retenir dans le tableau (3).

Tableau 3: Quelques plantes utilisées dans le traitement traditionnel de 1’anémie

Noms scientifiques et Famille

Partie utilisée

Mode de préparation

Lophiralanceolata Van. Tiegh.
ex Keay / Ochnaceae
(Koné et al., 2002)

Feuilles
écorce-tronc

seche,

Décoction des deux organes

Securidaca longepedunculata Fres/
Polygalacea

(Koné et al., 2002)

Racine

Mettre de petits morceaux des racines
avec du miel dans une bouteille, faire
boire un petit verre matin et soir.

Annona senegalensis Pers

(Annonaceae)
(Makumbelo et al., 2008)

Feuilles, racines

Décoction

Lippia multiflora Griseb
(Bukulukutu: lingala) Verbanaceae

(Makumbelo et al., 2008)

Feuilles

Infusion

Bridelia ferruginea Benth
(Mavinu: kintandu) Euphorbiaceae
(Makumbelo et al., 2008)

Racine

Décoction

Betterave rouge (Beta vulgaris)

Racine

La consommation de betteraves sous
forme de jus (100-200 ml) par jour.
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I11. Apercu bibliographique sur la plante Rubia tinctorum L

111.1 Nomenclature

Nom francais : la garance des teinturiers (Mouly, 2008)
Nom anglais : Common madder (Angelini et al., 1997)
Nom arabe : Foua ('sd') (Marhoume et al., 2021)

I11.2 Systématique

Régne : Végétal
Ordre : Gentianales
Genre : Rubia
Famille : Rubiaceae

Espéce : Rubia tinctorum

111.3 Présentation et description botanique

Herbe vivace a tiges diffuses tres rameuses, quadrangulaires munies sur les angles

d’aiguillons crochues. Les feuilles sont assez grandes rigides, lancéolées, groupées en

verticilles de 4 a 8 feuilles. Elles sont munies de dents crochues sur les bords et sur les

nervures médianes offrant un réseau de nervures secondaires trés saillantes en dessous.

Apparemment verticillées, munies sur les bords et sur la nervure principale de petits

aiguillons qui permettent a la plante de se soutenir en s'appuyant sur les autres plantes.

Les fleurs d'un jaune vif en cymes axillaires et terminales, corolle & divisions aigues

antheres linéaires, ovales ; stigmates en massue. Elles s'épanouissent en début d'été (juin-

juillet) et portent 4 a 5 pétales soudés a leur base.

Les fruits sont noirs de la grosseur d'un petit pois. La racine de la garance est trés longue,

rampante et rougeatre.

Figure 10 : La plante Rubia tinctorum
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I11.5 Habitat et répartition géographique

La garance (Rubia tinctorum L.) est l'une des plus anciennes plantes tinctoriales
utilisées dans I'histoire. La plante est originaire du sud et du sud-est de I'Europe, de la région
méditerranéenne, de I'Asie Mineure et du Caucase. Aujourd'hui, la plante pousse aussi en
Chine et au Japon, jusqu'a I'archipel de Malaisie, dans la partie ouest de I'Amérique du Nord,
au Mexique et en Amérique du Sud. Elle se retrouve aussi en Afrique septentrionale
(Agnhage et al., 2017).

Elle pousse dans les sols trés riches, sur les sols calcaires, les haies, les buissons et les bords
de route humides et profonds.

1.6 Actions et utilisations

Rubia tinctorum L. a été largement utilisée depuis I'Antiquité pour la teinture des
textiles (Coton, laine ou soie), et pour peindre, elle était utilisée comme source de colorants
rouges dans I'Egypte ancienne (Cuoco et al., 2009). Elle est utilisée comme un agent
aromatisant et comme un additif alimentaire (Siva et al., 2011). En outre, plusieurs études
ethnobotaniques ont rapporté son utilisation dans le traitement de diverses affections comme
les maladies cardiovasculaires, les douleurs hépatiques, la diarrhée, les rhumatismes et les
maladies rénales. De plus, de nombreuses études biologiques ont été menées de maniére
extensive sur R. tinctorum et ont prouvé son potentiel thérapeutique comme antiagrégant
plaquettaire, antitumoral, hépatoprotecteur, vasoconstricteur et son effet protecteur sur l'aorte
(Marhoume et al., 2019).

111.7 les phytoconstituants

Plusieurs phytoconstituants ont été isolés a partir de cette plante ,elle contient 2-4% de
dérivés de di- et trihydroxyanthraquinone de type rubiadine, des dérivés de l'anthracéne
comme l'alizarine, la rubéarine, la rubéine et la rubéole, des dérivés de I'acide ruberythrinique
comme la lucidine, la pseudopurpurine, la purpurine, la rubiadine et leurs dérivés
glucosidiques et primverosidiques, ainsi que l'acide rubichlorique, I'acide citrique et d'autres
acides végétaux, les tanins, les saponines, les pectines, sucres, protéines, les huiles essentiels
et huiles grasses (Adams et al., 2009). Les anthraquinones ont été précédemment signalées
comme étant des composants majeurs des especes de Rubia tinctorum. Plus de 28
anthraquinones ont été détectées précédemment comme étant isolées du cette plante
((Eltamany et al., 2020); (Banyai et al., 2006) ; (Rovc¢anin et al., 2015)).

35



Partie bibliographique Chapitre 111 : Apercu bibliographique sur la plante R .tinctorum

111.8 La pharmacologie

Les extraits méethanoliques et éthanoliques des racines de R. tinctorum sont révelés
comme les plus puissants agents anticancéreux, ils ont présenté une tendance similaire
d'activité antitumorale dans les cellules CAL-27 et MDAMB-231 (Rashan et al., 2018).

Les différents extraits de racines et des feuilles de R. tinctorum L. ont démontré une activité
anti-fongique contre les levures. Certains extraits se sont révélés efficaces contre les Candida
albicans ATCC 10231, les Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, les Trichodermaviride, les
Doratomycesstemonitis et les Penicillium verrucosum. Les extraits de racine de R. tinctorum
se sont prouvés plus actifs contre Enterobacteraerogenes ATCC 13048 et Bacillus cereus
ATCC 7064 (Kalyoncu et al., 2006).

Le traitement oral des rats diabétiques avec I'extrait méthanolique a une dose de 200
mg/kg de poids corporel a montré des résultats significatifs dans la diminution du poids
corporel ; l'amélioration du profil lipidique; la normalisation de [I'hyperglycémie; la
résistance a l'insuline ; I'hyperinsulinémie et I'amélioration de la structure et la fonction du
tissu hépatique (Eltamany et al., 2020). De méme 1’extrait butanolique de la racine de Rubia
tinctorum a montré un effet inhibiteur sur lI'agrégation des plaquettes induite par le collagéne
(Marhoume et al., 2019).

Le traitement par I’extrait aqueux de Rubia tinctorum a montré un effet antidiarrhéique
contre I’huile de ricin et une inhibition du transit gastro-intestinal du charbon de bois chez les

souris a concentration de 800 mg/kg du poids corporels (Karim et al., 2010)

Le traitement par 1’extrait éthanolique des racines de Rubia tinctorum a permis de
prévenir les altérations induites par éthylene glycol et chlorure d'ammonium. Il a également
prévenu la perte du poids corporel induite par le traitement lithiasique. De méme il empéche
l'augmentation des taux sériques d'urée, de créatinine et de I’acide urique, et, les taux
d‘électrolytes (Ca, P, K+ Na+, Na et CI-). Il maintient I'équilibre électrolytique et il préserve

le métabolisme cellulaire.
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Partie pratique
IV. 1 Objectifs de I'étude

En Algérie, tout comme de nombreux pays en développement, une grande partie de la
population a recours a la médecine traditionnelle pour ses soins de santé primaires. Les
feuilles, I'écorce des tiges, les racines, I'écorce des racines ou la plante entiere de différentes

plantes ou arbres médicinaux ont été utilisés dans des préparations pour un usage traditionnel.

La sensibilisation aux connaissances traditionnelles et aux plantes médicinales peut

jouer un role clé dans I'exploitation et la découverte des ressources vegétales naturelles.

Afin de préserver ces connaissances, une approche globale et une collaboration sont
nécessaires pour conserver les archives historiques sur les plantes médicinales et utiliser ces
ressources en faveur des étres humains, avant qu'elles ne soient détruites a jamais. C'est
pourquoi cette étude a été réalisée afin de déterminer les activités anti-oxydantes, anti-
inflammatoires, anti-microbiennes, anti-hémolytiques, la toxicité et ’activité anti-anémique

de la plante Rubia tinctorum.
A cet effet, plusieurs étapes ont été suivies :

> Préparer les différents extraits (aqueux et organiques) de la partie racinaire et de la
partie aérienne du Rubia tinctorum par une macération en utilisant de I'eau distillée, du
méthanol a 70% et de I'éther éthylique.

Extraire les huiles essentielles.

Déterminer les principales classes de composés phytochimiques.

Déterminer la teneur en polyphénols, flavonoides et tanins des deux parties.

vV V VYV V

Caractériser et identifier les différents groupes chimiques présents dans les extrais

aqueux et organiques par LC-ESI-MS /MS.

» Caractériser et identifier les différents groupes chimiques présents dans les huiles
essentielles par GC-MS.

» Evaluer les activités biologiques des différents extraits préparés et celles des huiles
essentielles (antioxydants, antimicrobienne, et antihémolytiques).

» Evaluer la toxicité aiguée des extraits aqueux et organiques preparés sur des rats

Wistar.

» Evaluer in vivo I’effet anti-anémique des extraits sélectionnés.

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de Bioconversion, Génie

Microbiologique et Sécurité Sanitaire et dans la ferme expérimentale de la Faculté des
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Sciences Naturelles et de la Vie - Université de Mascara durant la péeriode étalée entre le mois
du juin 2018 jusqu'au janvier 2021.

Les extraits et les huiles essentielles de la plante médicinale ont été transportés a l'université

de Ayazagua , Istanbul , Turquie pour l'analyse phytochimique.

Matériel végétal
/ Partie aérienne et racines de Rubi tinctorum \
Evaluation Extraction Extraction
de la compostticn minérale, ar macéra tion par hydrodistillation
nutritionnelle et 1a tensur en eau P I

j I

- - Huil tiel
I Extraits aqueux et orgamiques }7 e essene |

- .
L .
- Y

Analyse Analyse _ Anal}-';e. _ Analyse
quantitative qualitative physique et chimique Chromatographique
(GC-MS)
Dosage - Analyse ) S ‘ .
des composés phénoliques  chromatographique creening

(LC-ESI-MS/MS) phytochimique

[ Etude de la toxicité aigug } [ Etude des activités biologiques in vitro ]

et de l'activité antianemique antimicrobienne, antioxydante, et antihémolytique

Figure 11: Représentation schématique des protocoles expérimentaux réalisés dans cette

étude.

IVV.2 Matériels biologiques
IV.2.1 Matériel végétal
IV.2.1.1 Présentation et situation de la zone de récolte

Dans cette étude, nous avons utilisé comme espece Rubia tinctorum. Le matériel
végeétal est constitué d’une partie aérienne (feuilles et fleurs) et une partie sous terrain
(racines).

Le choix de la plante a été basé sur la valorisation de plantes qui n'ont pas été étudiées
jusgu'a présent, pour essayer de proposer une contribution a la détermination d'autres activités

biologiques non encore étudiées, particulierement in vivo.

Les raquettes de la plante utilisées dans cette etude (Rubia tinctorum) ont été récoltees
de la région d’Ain Berd dans la wilaya de Sidi bel Abbes au mois de juin 2018.
L’identification a été effectuée par les enseignants botaniste de département de Biologie,

Université de Mustapha Stambouli Mascara.
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Les lieux de récolte ont été déterminés par le logiciel de Google Earth.

Les situations

géographiques ainsi les étages bioclimatiques de la zone de récolte sont représentés dans le

tableau (4).
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Figure 12: Carte géographique représentant le site de récolte

Tableau 4 : Lieu de récolte des plantes et caractéristiques géographiques et bioclimatiques

des stations d’étude.

La plante Station Longitude | Laltitude | Altitude | 298
bioclimatique
L. . Méditerranéen,
Rubia tinctorum | Ain El Berd | -0.5° 35.383° | 469m o
semi-aride

Les deux parties de la plante ont été débarrassées de tous éléments étrangers, puis

transportées dans des sacs en papiers dans les 24 heures qui ont suivi la récolte. Les plantes

sont séchées a I’abri de la lumiere et de I’humidité pendant 14 jours.

Chaque échantillon a été broyé a 1’aide d’un broyeur en poudre fine, ainsi la poudre

obtenue est conservée dans un bocal hermétique a 4°C pour les utiliser dans la préparation des

différents extraits polyphénoligues.

Pour la préparation des huiles essentielles, le matériel végétal a été stocké dans un endroit sec

et obscur.
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A B

Figure 13 : La partie aérienne (A) et les racines (B) de Rubia tinctorum

IV.2.2 Modele animal

Des rats males sains (agés de 8 semaines, pesant environ 162-233 g) ont été utilisés
pour les études de toxicité aigués et anti-anémiques. Ils ont été obtenus de I'unité d'animalerie
de [I'Université Mustapha Stambouli, Mascara (Algérie) et maintenus dans la salle
d'expérience dans des conditions environnementales normales avec une température de 22 + 3
° C, une humiditeé relative entre 30-70%, et un cycle lumiére/obscurité de 12 heures, avec un

acces libre a une alimentation réguliere et a I'eau.

Les expériences et les conditions de traitement ont été effectuées en conformité avec les

directives de I'Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE).

1V.4.2.3 Souches microbiennes

Six micro-organismes ont été utilisés : Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus ATCC 6633, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella ATCC 12022,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, et E coli ATCC 8739. lls ont été obtenus de I'Institut
Pasteur d'Algeérie. Ils sont revivifiés a 37 °C par repiquage sur leurs milieux spécifiques. Ces
micro-organismes ont éte retenus pour leur pouvoir de pathogénicité et leur multi-résistance

aux antibiotiques.

1VV.3 Méthodes
IV.3.1 Evaluation de la composition minérale, nutritionnelle et la teneur en eau.
Dans le cas des médicaments extraits de plantes ou dhuiles essentielles, la

détermination des éléments minéraux et nutritionnels dans les plantes est cruciale, car la
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concentration et le type de minéraux et de nutriments affectent la qualité de nombreux
produits alimentaires ou d'un medicament (Kumar et al., 2021). De plus, la forte teneur en eau
d'une plante permet la formation d'un certain nombre de réactions enzymatiques, ce qui
entraine des conséquences néfastes sur l'aspect des médicaments, leurs caractéristiques
organoleptiques, leurs propriétés thérapeutiques par dégradation des principes actifs au cours
du temps et elle favorise la prolifération des microorganismes (Chabrier, 2010). C’est

pourquoi il est nécessaire de vérifier les propriétés de la plante avant I’extraction.

1VV.3.1.1 Détermination de la teneur en eau (Helrich, 1990)

Pour déterminer la teneur en eau, une quantité de 5 g £ 0,01 g de feuilles et de racines
fraiches a été séchée dans une étuve a 105 °C jusqu’a 1I’obtention d’un poids constant, la
masse des échantillons séchés (MS) a été déterminée en utilisant une balance précise a 0,01 g

et la teneur en eau est exprimée par la formule :

T eau = (Mf - Ms/ Mf) x 100

T eau : teneur en eau
Mf : Matiére fraiche

Ms : Matiére séchée

1VV.3.1.2 Dosage des sucres (Langemeier and Rogers, 1995).

En milieu acide chaud, le glucose est déshydraté en hydroxyméthylfurfural, formant
un produit jaune-brun avec le phénol et présentant un maximum d'absorption en spectroscopie
UV a 490 nm.

Pour déterminer la teneur en sucre, 10 g du matériel végeétal ont été peses et bouillis
dans 100 ml de HCI 2,5 N pendant 20 min. Le mélange a été refroidi a température ambiante,
puis filtré par un papier filtre. Dans un tube a essai, 1 ml de phénol a été mélangé avec 5%
m/v, 1 ml d'échantillon, le tout a été homogénéisé, puis 5 ml de H,SO,4 concentré a été ajouté.
Le tout était bouilli dans un bain-marie pendant 5 min a 100° C pour hydrolyser les sucres.
L’absorbance (densité optique [DO]) a été mesurée a 490 nm a I’aide d’un spectrophotometre
contre un blanc contenant tous les réactifs sans échantillon. Ensuite, une quantité suffisante de
carbonate de sodium solide a été ajoutée jusqu’a ce que l'effervescence cesse. Ceci indique

une neutralisation complete.

Une filtration a été effectuée et le volume a été porté a 100 ml. Ensuite, un volume de

0.2,0.4, 0.6, 0.8, 1 ml de I’étalon de travail est introduit dans une série de tubes a essai.
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Pour la courbe d'étalonnage, nous avons préparé des concentrations de standards
différentes de 0 a 200ug/ml a partir d'une solution de glucose ; la teneur en sucres Q (mg)

contenus dans chaque échantillon est calculée selon I'équation suivante :

Q=1V.C/P

C : Concentration des sucres de 1’échantillon déduite a partir de la courbe d’étalonnage ;
V : Volume d’échantillon ;
P : Poids de I’échantillon.

Aprés le tracé d'un graphique, la quantité totale de glucides dans I'échantillon a été
calculée a partir du graphique standard du glucose. La courbe standard d'absorbance a été
tracée a 490 nm sur l'axe "Y" représentant I'absorbance a 490 nm en fonction de la

concentration de glucose dans pg/ml sur l'axe X

V1.3.1.3 Détermination de la matiére minérale et organique (Helrich, 1990)
Une quantité de la matiére végétale seche a été placée dans une capsule et pesée puis
les deux ont été placées dans un four a moufle a 550 C° pendant 6h.

La teneur en matiére minérale et organique été calculée selon les formules suivantes :

M.O = M1-M2/ PE (prise d’essai)

M.O : Matiére organique ;
M1 : Poids de la capsule+ échantillon avant séchage ;
M2 : Poids de la capsule +échantillon aprés séchage ;

PE : Prise d’essai.

M.M =M.S -M.O

M. M : Matiere minérale ;
M. S : Matiére seche ;

M.O : Matiére organique.
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V1.3.1.4 Détermination des élements essentiels (Na, Ca, K, et Fe)

A- Détermination de (Na, Ca, K)

Dans un flacon, 3 g de poudre de plante ont été mélangés a 8 ml de H,SO, concentré a
98 % et 2 ml de HCIO3 (60 %) pendant 24 heures, le tout placé a une température de 80 °C a
I'aide d'un bain de sable jusqu'a ce que le matériau de digestion devienne une poudre blanche.
8 ml d'eau déionisée ont ensuite été ajoutés a la poudre, les éléments minéraux ont été

mesurés par un spectrophotometre d'absorption atomique a flamme.

B- Détermination du fer (Bhuvaneswari, 2015)

Pour estimer la quantité de fer, 3 étapes ont été réalisées :
1. Préparation de la cendre

Cing grammes de I'échantillon de poudre ont été pesés et ensuite placés dans un four a
moufle & 600 °C pendant 3 heures, I'échantillon a été completement transformé en cendres.
Ensuite, les cendres ont été mélangées avec de I'acide chlorhydrique 1 mol I et 5 ml d'eau
distillée et enfin, le mélange a éteé filtré. Le fer a été mesuré par la méthode du thiocyanate en

utilisant I'analyse spectrophotométrie.
2. Préparation de la solution de thiocyanate d'ammonium

Dans un flacon de 500 ml, nous avons déposé 38 g de thiocyanate d'ammonium, puis
on a complété avec de I'eau distillée jusqu'au trait.

3. Estimation du fer par la méthode au thiocyanate

Dans des tubes a essai, 10 ml d'échantillon ont été déposés. Ensuite, 10 ml de solution
de thiocyanate d'ammonium ont été ajoutés. Par la suite, 10 ml de chacune des cing solutions
étalons de fer (contenant 2, 4, 6, 8, 10 x 10-5 mol I de fer) ont également été ajoutées au
mélange, qui ont tous été soigneusement mélangées par vortex. L'absorbance a été mesurée a
490 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-visible. Des graphiques standard ont été utilisés

pour mesurer la concentration en fer, le résultat a été exprimé en mg/100 g de I'échantillon.

1VV.3.1.5 Dosage des protéines
Le dosage des protéines a ete réalisé selon la méthode de Bremner et Breitenbeck,
(1983) avec quelques modifications. C’est une méthode qui consiste a minéraliser dans un

milieu totalement acide la matiere biologique, puis a distiller I'azote sous forme d'ammoniac.
Pour estimer la teneur en protéines, 3 étapes ont eté réalisées :
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1. La minéralisation

Dans un matras, 1g de la poudre végétale a été mélangé avec 15 g de sulfate de
potassium : 1g de sulfate de cuivre ; 1g de sélénium et 25 ml d’acide sulfurique pure. Le

mélange a été chauffé jusqu'a 1I’obtention d’une solution de couleur verdatre.
2. Ladistillation

Aprés le refroidissement du mélange, 80 ml d’cau distillée et 80 ml de solution
d’hydroxyde de sodium (33%) a été rajoutées aux solutions. Un erlenmeyer gradué contenant
25ml d’acide borique (4%) a été placé dans 1’appareil distillateur. La distillation du mélange a

été faite par chauffage du ballon jusqu’ a atteindre 50 ml de distillat au niveau d’erlenmeyer.
3. Letitrage

Le Titrage a été fait avec H,SO,4 (0,1N), nous avons ajouté un volume de H,SO,

(0,1N) (goutte a goutte) jusqu’a I’obtention d’un virage rose du distillat.

N%=0,014 .0, 1. V.100/P

V : Volume de H,SO, verse lors du titrage en ml ;
P : Prise d’essai en g;
N : Azote.

La teneur en protéine est calculée selon la formule suivante :

Protéines %=N%b. 6,25

6,25 : Facteur de conversion pour les protéines végétales.

1VV.3.2 Extraction des principes actifs

Les études qualitatives et quantitatives des composés bioactifs des matiéres végétales
dépendent principalement de la sélection d'une méthode d'extraction appropriée. L’ extraction
est la premiere étape de toute étude sur les plantes médicinales, elle joue un réle important et
crucial sur le résultat final. Cette étape doit répondre a une série d'exigences telles que la
polyvalence ; la facilité d'utilisation ; I'efficacité ; la rentabilite, I'extraction et la préservation
de la majeure partie des substances bio actives naturelles contenues dans le matériel végétal
(Gullén et al., 2017).
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1V.3.2.1 Extraction des composés phénoliques

La préparation des extraits aqueux et organiques des racines et ceux de la partie
aérienne de Rubia tinctorum a été réalisée selon la méthode de Jean, (1999). Les extraits ont
été préparés par macération en trempant 10 g de poudre de chaque partie de la plante (racine

et parties aérienne) dans 100 ml d'eau distillée pour préparer les extraits aqueux.

Afin de préparer les extraits hydrométanoliques, nous avons procédé de la méme
maniére que la précédente. Nous avons trempé 10g de chacune des poudres dans 100 ml de
70% méthanol.

La préparation des extraits organiques apolaires a été faite en mélangeant 10g de

chaque poudre avec 100 ml di éthyle éther.

L’ensemble des préparations a été mis Sous agitation constante pendant 2 jours,
ensuite les mélange ont été filtrés par le papier filtre Whatman n° 1, puis les extraits obtenus

ont été séché dans un four a 45 °C puis maintenu a 4 °C.

1VV.3.2.2 Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a ¢été effectuée a 1’aide d’un systéme
d’hydrodistillation. 300 g de la partie arienne mélangés avec un litre d’eau distillée puis
soumis a une ébullition dans un ballon d’une capacité de 2 L pendant 5 h. Le ballon couronné
par un coude de 60 cm de haut reli¢ a un réfrigérateur. L’isolation des huiles essentielles a
partir de la phase aqueuse se fait par décantation en utilisant le cyclohexane. Pour éliminer les
traces d’eau, I’huile essentielle était traitée par le sulfate de sodium déshydraté. Les huiles
obtenues étaient stockées a I'abri de la lumiére a 4 °C.

Figure 14 : Montage d’hydrodistillation
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Le rendement est calculé selon la relation suivante :

R (%) = (M EOs / mv) x 100

M EOs : Masse de ’huile essentielle ;

mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.
1VV.3.2. 3 Analyse physico-chimique des huiles essentielle
Les méthodes d’analyse des huiles essentielles utilisées pour la détermination des

indices physico-chimiques sont décrites par le Recueil de Norme de 1’ Association Frangaise
de Normalisation (AFNOR).

» Détermination de pH

Son principe consiste a disposer quelques gouttes de 1’huile essentielle sur le papier
pH. Celui-ci prend alors une couleur particuliéere que I'on compare avec les couleurs

témoins du boitier qui contenait le papier pH.
» Propriétés organoleptiques (odeur, couleur, aspect)

L’aspect, la couleur et I’odeur d’une huile essentielle sont déterminés de fagon a apprécier

la qualité de celle-ci.
» Mesure de la densité relative a 20°C (Norme NF T 75 - 111)

La densité relative se définie comme le rapport entre la masse d’un volume de I’huile

essentielle et la masse du méme volume d’eau distillée a 20°C (Boukhobza et Goetz, 2014).

Un volume de 2 ml d’huile essentielle et d’eau distillée est pesé séparément a une
température égale a 37°C. Ensuite, le rapport entre les deux est noté. La température de
mesure a dépassé 20°C.
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 Indice de réfraction (Norme NF T 75-112)

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde déterminée passant de I’air dans 1’huile maintenue a une

température constante (Novidzro et al., 2014).

La mesure est faite par une lecture directe a la température ambiante et a ’aide d’un
réfractométre de type (Abbe). Ce réfractométre est basé sur le principe de la déviation

angulaire provoquée par la réfraction de la lumiére.

Le tarage de I’appareil est réalisé par I’eau distillée caractérisée par un indice de réfraction
égale a 1.336 mesuré a 20°C. Un volume de 500 pl d’huile essentielle est emprisonné entre
les deux prismes de réfractometre. Ensuite, I’indice de réfraction de référence est calculé

selon la relation suivante (Mespléde et Saluzzo, 2004).

n”°= nt+0, (¢-20)

n°’: Indice de réfraction de référence :
nt : Indice de réfraction mesurée ;

t : Température au moment de la mesure.
< Détermination de I’indice d’Acide (Norme NFT 75-103)

L’acidit¢ ou la teneur en acide gras initiale est le nombre des milligrammes
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans un

gramme d’huile essentielle.

Un gramme d’huile essentielle est mis dans un bécher. Un volume de 5 ml d’éthanol
est ajouté. Ensuite I’ensemble est porté a agitation jusqu’a 1’homogénéisation. 5 gouttes de
phénolphtaléine sont additionnées au mélange précédant. Le titrage est fait avec une solution
éthanolique d’hydroxyde de potassium (KOH) préparé a 0,1 mol/l. La premiére goutte de
KOH qui provoque le changement de la couleur jaune au rose indique le point équivalent. Le
volume qui a servi la neutralisation est lu sur la burette (Guedouari, 2012). Puis, I’indice

d’acide est exprimé selon la relation suivante :
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_ 56,1 x Cx(Von - VO)
m

Ia

Vkon : Volume de KOH pour atteindre le point d’équivalence ;
Vo : Volume de KOH pour le dosage a blanc (1a du solvant) ;
C : Concentration exacte de la solution de KOH éthanolique ;
m : Masse de I’échantillon en g ;

56,1 : Masse molaire de KOH (g. mol™).

1VV.3.3 Etude phytochimique
1VV.3.3.1 Etude qualitative (Screening phytochimique)

Les plantes médicinales représentent une source importante des éléments chimiques et
de nouveaux produits de santé et pharmaceutiques (Pan et al., 2013). Plus la diversité et la
quantité de ces éléments sont élevées, plus le spectre des activités biologiques d'une plante est
fort et large. Donc une analyse phytochimique des extraits de plantes est requise pour révéler

la présence de certaines familles chimiques.

La détection de certains composants phytochimiques des différents extraits polaires et
apolaires de notre plante Rubia tinctorum a été réalisée par des tests de détection chimique
basée sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration, a I'aide des méthodes impliquant
I'ajout de substances chimiques et des réactifs appropriés aux extraits concentrés d'une plante
dans un tube a essai. Les changements dans I'apparence de la solution confirment, selon le

cas, la présence ou I'absence des différents composés phytochimiques.

Nous avons utilisé plusieurs techniques (Adou et al., 2016) ; (Haddouchi et al., 2016);
(Hossain et al., 2013) ; (kumar Bargah, 2015); (Joshi et al., 2013); (Abodunrin et al., 2015);
(Ismail et al., 2016) ; (Maria et al., 2018).

Les méthodes sont présentées dans I’annexe n°01

1VV.3.3.2 Etude quantitative (dosage des composes phénoliques)

Les composés phénoliques sont des meétabolites secondaires des plantes, ils
déterminent leurs qualités sensorielles et nutritionnelles et constituent l'un des groupes de
substances phytochimiques les plus répandus. Ils ont une importance physiologique et
morphologique considérable pour les plantes. En tant que groupe important de produits

chimiques bio actifs, ils ont diverses fonctions biologiques. Pour ces raisons, des analyses

49



Partie pratique

chimiques ont été faites pour caractériser les phénols présents dans les différents tissus
vegétaux (Ignat et al., 2011).

1VV.3.3.2.1 Dosage des polyphénols

La teneur totale en phénol des différents extraits a été déterminée par la méthode
Folin-Ciocalteu. Une aliquote de 250 pl d'échantillon (1 mg/ml) et d’acide gallique (étalon)
ont été introduites dans des tubes a essai puis elles ont été mélangées a 1,25 ml de réactif
Folin-Ciocalteu récemment préparé (1/10) et a 1 ml de Na2CO3 a 75 g/I.

Apres agitation, les différentes solutions ont été incubées a une température de 40 °C
pendant 30 minutes. L'absorbance a été mesurée par un spectrophotomeétre (Shimadzu) a 765
nm. Une courbe standard a été préparée en utilisant des solutions d'acide gallique dans I'eau a
0.0312, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 et 1 mg/ml. Les résultats ont été pris en trois exemplaires et
ont été exprimés en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme de matiére

végétale seche (mg GAE/Q) selon la formule : (Amezouar et al., 2013).

C=C1.V/im

C : Contenu phénolique total en mg d'EAG/g
C1: Concentration d'acide gallique établie a partir de la courbe d'étalonnage en mg/ml

V : Volume de I'extrait en ml

2 - y = 2.3624x - 0.0204
R?=0.9998

Absorbance 765nm
=
[ 8]

| |

o
wv
1

0 L T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentration mg/ml

Figure 15 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique
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1VV.3.3.2.2 Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides est effectuée selon la méthode du trichlorure
d'aluminium, tel que décrit par Ohikhena et al., (2018) avec quelques modifications. Le
protocole est basé sur la quantification de la couleur jaune-orange produite lorsque le
flavonoide réagit avec I'AICI3. En bref, un volume de 500 ul d'extrait aliquote (1 mg/ml) a été
ajouté a 150 pl de nitrite de sodium a 5% et a 2 ml d'eau distillée. Le mélange a été agité au
vortex et laissé au repos pendant 5 minutes. Ensuite, un volume de 150 pl d'AICI; (10%) a eté
ajouté a la solution et laissé au repos pendant 5 minutes supplémentaires, puis 1 ml
d'’hydroxyde de sodium 1 M a été ajouté au mélange. Avec de l'eau distillée, la solution a été
portée a 5 ml et I'absorbance a été mesurée a 420 nm en utilisant un spectrophotomeétre a

blanc avec la solution de contrdle (tous les composants sans extrait).

Une solution standard de catéchine a été préparée a des concentrations variables
(0,0312-1 mg/ml) en utilisant la méme procédure. Les teneurs ont été exprimées en
milligrammes équivalents de catéchine par gramme de matiére végeétale seche (mg CAE/g
Ext).

En utilisant la méme formule que celle décrite dans les phénoliques ci-dessus. L'expérience a

été réalisee en trois exemplaires (Amezouar et al., 2013).

1,4 -
y =1,5014x + 0,039

1,2 1 =0,9919

1 -
0,8 -
0,6

Absorbance 420nm
¢

0,4 -
0,2 -

O T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration mg/ml

Figure 16: Courbe d’étalonnage de catéchine
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1VV.3.3.2.3 Dosage des tanins condensés (TTC)

La valeur des tannins a été estimée selon la procédure décrite par Hamdi et al., (2018).
L'expérience a été réalisée en trois exemplaires. Un volume aliquote de 50 ul d'extrait (1
mg/ml) a été mélangé a 3 ml de solution méthanolique de vanilline (4% p/v), puis 1,5 ml de
H,SO, concentré ont été ajoutés au mélange. La solution a été mélangée au vortex et incubée
pendant 15 minutes et I'absorbance a été mesurée a 500 nm en utilisant un spectrophotomeétre
a blanc avec du méthanol. La TTC est exprimée en mg d'équivalente catéchine par gramme de
poids sec (mg EAG/g MS).

2,5 - y =0,5478x + 0,5356
R?=0,986
€ 2
jo
o
B 1,5
8
g
£ 1
(o]
3
<05
O T T T 1
0 1 2 3 4
Concentration mg/ml

Figure 17 : Courbe d’étalonnage de catéchine

1VV.3.3.3 Analyse chromatographique des composés phénoliques par LC-ESI-MS/MS

La chromatographie est une technique biophysique importante qui permet la
séparation ; l'identification et la purification des composants d'un mélange pour une analyse
qualitative et quantitative dans laquelle une phase mobile contenant un mélange est mise en

contact avec une phase stationnaire sélectivement absorbante (Al-Rubaye et al., 2017).

Elle joue également un réle fondamental en tant que technique analytique pour le contrdle de
la qualité et la normalisation des produits phytothérapeutiques.

Les extraits de Rubia tinctorum ont été soumis a une analyse LC-ESI-MS/MS. Les
composés ont été séparés sur une colonne Agilent Poroshell 120 EC-C18 en phase inverse
(100 mmx*3.0 mm, 2.7 um). La température de la colonne a été fixée a 25 °C et le volume
d'injection était de 5 pl. La phase mobile était constituée d'un gradient linéaire d'acétonitrile -
20 mM de formiate d'ammonium (pH 3,0) (15/100 ; v/v). Le taux d'injection était de 1 ml/

min.

Le gradient d'elution était I'¢luant A (eau + formiate d'ammonium 5mM) et I'éluant B

(acétonitrile + acide formique 0,1%). Le débit du solvant était réglé a 0,250 ml/min et le
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gradient était le suivant : 1 min 40 % A-60 % B ; 2 min 70 % A -30 % B ; min 50 % B ; 3 min
70 % A- 30 % B ; 4 min 40 % A-60 % B ; 5 min 10 % A- 90 % B. Nous avons utilisé le
modeéle de spectrometre de masse tandem Agilent 6460 triple quadripdle et la source
d'ionisation electrospray (ESI) fonctionnant en modes d'ionisation négative et positive. Les
conditions de I'analyse LC-ESI-MS/ MS étaient les suivantes : température du capillaire 350
°C, débit du gaz N2 du nébuliseur 15 L/min, tension du fragmenteur -4400 V. Les énergies de
collision (CE) ont été optimisées pour générer une fragmentation phytochimique optimale et

une transmission maximale des ions produits souhaités.

L’analyse de validation de la méthode LC-MS/MS a été manipulée pour quantifier 37
substances phytochimiques (17 flavonoides, 15 acides phénoliques, 3 acides organiques non
phénoliques, 1 aldéhyde phénolique et 1 benzopyrene) dans I'extrait de Rubia tinctorum. La
méthode LC-MS/MS compléte a été optimisée et validée (Yilmaz et al., 2018). Des solutions

standard ont été utilisées pour déterminer les caractéristiques de performance de la méthode.
Les paramétres sont éenumérés dans le tableau (9).

1VV.3.3.4 Analyse des huiles essentielles par GC-MS

L'analyse des huiles essentielles a été réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse
(1310) équipé d'un spectrométre de masse quadripolaire simple 1SQ (Thermo Fisher
Scientific, Austin, TX). Le processus a été initialement réglé a 60 °C pendant 6 min, puis
réglé a 1°C/min jusqu'a 145°C, maintenu a 145°C pendant 50 min, puis maintenu a
20 °C/min jusqu'a 230 °C et enfin pendant 20 min a 230 °C. Le détecteur de masse a été
configuré avec un mode impact électronique (EI) a 70 eV (Turkmen et al., 2014).

Les températures de la source d'ions et du détecteur étaient de 250 °C. 1 ml
d'échantillon a été dissous dans 5 ml de CHCI3 a 100%, puis filtré a travers un filtre seringue
jetable de 0.22 um. Un échantillon dilué de 1 pl a été injecté en mode fractionné (20 :1). La
séparation de I'échantillon a été réalisee sur une colonne GC Thermo TG-WAXMS (60 m x
0.25 mm ID x 0.25 um) en utilisant de I'nélium comme gaz porteur a 1.2 ml/min. La gamme
de balayage du spectre de masse a été réglée au taux de 55-550 m/z. Les indices de rétention
ont éte détermineés en fonction des séries homologues d'alcanes normaux (Adams, 2007). Les
quantités relatives des composants individuels des huiles essentielles totales ont été rapportées
en pourcentage de la surface du pic par rapport a la surface totale du pic. La quantification a
été réalisée par la méthode de I'étalon externe en utilisant des courbes d'étalonnage générées

par I'analyse GC de composes représentatifs.
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L'identification des pics a été effectuée en comparant les composants connus stockés dans le
NIST Demo, Wiley7, Wiley9, redlip, mainlip, et WinRI.
IV.3.4 Evaluation de I'activité antioxydante des différents extraits et de 1’huile
essentielle

Les antioxydants sont des composes chimiques qui se lient aux radicaux libres de
I'oxygene et les empéchent d'endommager les cellules saines (Dontha, 2016), ils peuvent agir

par transfert d’atome d’hydrogéne ou par transfert d’électron.

Afin d'estimer le pouvoir antioxydant d’une molécule, 1'activité antioxydante ne doit
pas étre conclue sur la base d'un seul modeéle de test antioxydant (Alam et al., 2013). Il est
recommand¢ d’utiliser plusieurs tests pour confirmer une activité antioxydante. C’est
pourquoi notre choix s’est porté sur l’utilisation de quatre tests chimiques a savoir : le
piégeage du radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") ; la capacité antioxydante totale
(CAT) ; le pouvoir réducteur du fer (FRAP) et la capacité antioxydante par réduction du
cuivre (CUPRAC).

IV.3.4.1 Piégeage du radical DPPH

Le test de DPPH est un test réalisé & une température ambiante, il permet d'éliminer
tout risque de décomposition des molécules thermolabiles (Hatzidimitriou et al., 2007). 1l est
généralement utilisé pour les molécules qui contiennent des groupes SH, NH et OH (Salah et
al., 1995). Il est trés utilisé pour les extraits hydrophiles tres riches en composés phénoliques
(Hatzidimitriou et al., 2007).

NO: @ NO: @
. H
O;N N—N + A-H = 0, N N—MN + A"
" @ - @
VIOLET |\ ‘ JAUNE
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Figure 18: Réduction d'un radical 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH)

L'activité antioxydante de nos échantillons a été mesurée par la méthode DPPH (1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par (Rashid et al., 2016) avec quelques
modifications. Un volume de 200 pl d'extraits de plantes a différentes concentrations (0,031-
1mg/ml) a été ajouté a 2 ml de solution de DPPH a 0.004 % (2.4 mg de DPPH dans 100 ml de
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méthanol). Le méme volume d’EOs a été ajouté également a 2 ml de la méme solution.

L'acide ascorbique a été utilise comme témoin positif.

Le témoin négatif a été préparé par la méme méthode en mélangeant 200 ul de
méthanol avec 2 ml d'une solution méthanoique de DPPH. Apres agitation avec un vortex,
tous les mélanges ont éte laissés dans I'obscurité pendant 30 minutes, la densité optique a été
mesurée a 517 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV-visible (Varian) contre un blanc qui

contient 200 ul de chaque concentration de 1'extrait ou de I'étalon et 2 ml de méthanol.

La capacité antioxydante de la plante sur la DPPH a été calculée a I'aide de I'équation

suivante :

Capacité de piégeage en % = (Abs Contrdle - Abs Echantillon / Abs Contréle) x 100

Abs Contréle : est I'absorption de DPPH + méthanol ;

Abs Echantillon : est I'absorbance du radical DPPH + I'extrait de I'échantillon ou I'étalon
(acide ascorbique).

1V.3.4.2 Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits de Rubia tinctorum a été évaluée
par spectrophotométrie au moyen du dosage du phosphomolybdene selon la technique décrite
par Idris et al., (2017). Cette méthode est caractérisée par la réduction du molybdéne Mo (VI)
existant sous forme d'ions molybdate MoO4 2- en molybdéne Mo (V) MoO2+ en présence de

I'extrait ou de I'huile pour former un complexe phosphate/ Mo(V) vert a jaunatre a pH acide.

Pour préparer la solution du réactif au molybdate : 1 ml d'acide sulfurique 0.6 M, 28
mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d'ammonium ont été ajoutés a 20 ml
d'eau distillée et leur volume a été porté a 50 ml par addition d'eau distillée (Phatak and
Hendre, 2014).

Un volume de 3 ml de réactif (phosphate de sodium 28 mM, acide sulfurique 0,6 M et
molybdate d'ammonium 4 mM) a été ajouté a 0.3 ml d'extrait d'échantillon de plante. Un autre
volume de 3 ml a éte ajouté pareillement a I'acide ascorbique (standard) a différentes
concentrations (0.031-1 mg/ml). Les deux mélanges ont été chauffés au bain-marie pendant
90 minutes & 95 °C. A 695 nm, l'absorbance a été mesurée par rapport au blanc (solvant).
L'acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif. Le pourcentage d'inhibition des

différents extraits a été calculé a I'aide de I'équation suivante :
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% du TAC = [(A0 - A1) / AQ] x 100

Al : Absorbance de la réaction de contréle ;
A0 : Absorbance en présence de I'échantillon.

1\VV.3.4. 3 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
Ce test est basé sur la réduction du complexe Fe®*" en sa forme ferreuse (Fe?*) par un
agent réducteur a un pH acide. Cela conduit a I'apparition d'une couleur bleue avec une

absorbance maximale a A = 593nm.

L’activité du FRAP a été évaluée selon la méthode de Amezouar et al., (2013). Un
volume de 0,2 ml de chaque échantillon dilué (0,093-3 mg/ml) a été ajouté a un mélange
constitué de 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de
potassium 1%. L’ensemble des différentes préparations a été chauffé a 50 °C pendant 20
minutes. Ensuite, 2.5 ml d'acide trichloracétique (10 %) ont été ajoutés a chacune. Les
solutions obtenues ont été centrifugées pendant 10 minutes a 3000 rpm puis 2.5 ml de
surnageant ont été prélevés pour les mélanger avec 1 ml de chlorure ferrique (1 %) et 2.5 ml

d'eau distillée.

L'acide ascorbique a été utilisé comme controle positif. L'absorbance a été enregistrée

a 700 nm ; le pouvoir réducteur élevé est présenté par I'absorption élevée.

IV.3.4.3 Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode de mesure des antioxydants CUPRAC est basée sur la mesure de
I'absorbance du chélate de Cu(l)-néocuproine (Nc) formé a la suite de la réaction redox des
antioxydants de rupture de chaine avec le réactif CUPRAC, Cu (II)-Nc. En présence d’un

agent réducteur, la couleur se transforme en une couleur orange.
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Figure 19: La réaction CUPRAC et le complexe Cu-néocuproine
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Une quantité de 100 pl de I’échantillon a été mélangée avec 1 ml du tampon aqueux
d’acétate d’ammonium (1M, pH = 7) d’une solution alcoolique de néocuproine et 500 pl
d’une solution de de chlorure de cuivre (I1) (CuCl2). Le mélange de couleur bleu est ensuite
incubé a 1’obscurité pendant 30 min. Les absorbances ont été mesurées contre un blanc a une
longueur d’onde A = 456nm. Les résultats sont exprimés en équivalent de trolox (Apak et al.,
2008).
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de trolox

IV.3.5 Evaluation de Pactivité anti-hémolytique

Selon Hadouchi et al., (2016), bien qu'une plante présente un pouvoir antioxydant
important, son application en médecine traditionnelle et dans les préparations
pharmacologiques ne sera pas possible en présence de leur effet hémolytique, qui est un
indicateur de cytotoxicité. Donc, afin d’éviter tout éventuel risque de cytotoxicité, il est

nécessaire d’évaluer ’effet anti-hémolytique.

Pour mesurer I’effet inhibiteur des extraits et d’huile essentielle, une suspension

érythrocytaire du sang humain d’un donneur unique sain n’ayant jamais fumé a été utilisée.

Le sang a été collecté dans des tubes héparinés, puis il a été centrifugé a 4000 tours
/minutes pendant 10 min. Le surnageant a été éliminé et le culot a été lavé 3 fois par PBS. La
suspension érythrocytaire obtenue a été diluée dans un tampon phosphate (0.9 g de chlorure
de sodium dissous dans 100 ml de tampon phosphate 0.2 mol/L, pH 7.4) pour obtenir une

suspension de 4 %.

L’attaque radicalaire a ¢été induite par 1’addition du H,O, & la suspension
érythrocytaire préalablement incubée (pendant 10 min) avec les extraits et les huiles

essentielles.

57



Partie pratique

Pour chaque extrait six concentrations ont été testées : (0.031, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5

et 1 mg/ml), I’acide ascorbique a ét¢ utilis¢ comme standard.

Un volume de 0.5 ml de chaque dilution a été mélangé avec 2 ml de la suspension
érythrocytaire, ensuite le volume a été porté a 5 ml avec la solution saline tamponnée au
phosphate. Ce mélange a été préincubé pendant 5 minutes et les 500 ul de H,O, dans le
mélange réactionnel ont été ajustés de maniere a provoquer une hémolyse des cellules
sanguines d'environ 90 % apres 240 minutes. Aprés incubation, le mélange a été centrifugé a

1 500 r/min pendant 10 min et mesuré a 540 nm.

Le pourcentage d'inhibition de I'némolyse a été calculé en utilisant la méme formule que celle
utilisée dans le test DPPH.

IVV.3.6 Etude de I'activité antibactérienne des différents extraits

L'étude de l'activité antimicrobienne des extraits et de ’huile essentielle de la plante
Rubia tinctorum a été initialement réalisée en utilisant la méthode de diffusion sur milieu
gélosé ou la zone d'inhibition a été mesurée. Ensuite, elle a été suivie par la mesure de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) dans une série de dilutions doublées en utilisant la
méthode de microdilution en bouillon. Les deux essais antimicrobiens ont été réalisés sur six
souches bactériennes (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 6633,
Salmonella entreritidis ATCC 13076, Shigella ATCC 12022, E coli ATCC 8739 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

1V.3.6.1 Préparation des extraits et la solution de I’huile essentielle

Les extraits préparés et I’huile essentiels ont été dissouts dans le diméthyle sulfoxyde
(DMSO) pour obtenir une solution mere de 500 mg/ml puis ils ont été dilués pour obtenir les
différentes dilutions 500, 250, 125, 63.5 mg/ml. Ensuite filtrées a travers un microfiltre stérile
de 0,22 pm.

IV.3.6.2 Préparation des suspensions bactériennes

L’activité antibactérienne a été effectuée a partir des colonies jeunes de 18 @ 24 h en
phase de croissance exponentielle. Les souches bactériennes ont été ensemencées sur des
boites contenant des milieux spécifiques pour chaque bactérie, puis elles ont été incubées a 37
°C pendant 18-24 heures. A partir des cultures pures, 1’inoculum a été préparé en utilisant
I’eau physiologique comme diluant. Les suspensions bactériennes ont été ajustées en les

comparant a 5,0 McFarland et en utilisant le spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde
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de 625 nm. La densité optique obtenue doit étre comprise entre 0.08 et 0.1 ce qui correspond a

une concentration de 10’ a 10 UFC/ml selon McFarland.

1V.3.6.3 Evaluation de ’activité antibactérienne par la méthode des disques
L'activité antibactérienne a été déterminée par la méthode de diffusion sur disque selon
NCCLS, National Committee for Clinical Laboratory Standards (Standards and Barry, 1999)

qui est basé sur la diffusion d'un composé antimicrobien dans un milieu solide.

Les disques utilisés ont été préparés par du papier Whatman n°1 (6 mm), ils ont
ensuite été impregnés de l'extrait ou de I'huile essentielle, puis déposés a la surface d'un

milieu MH préalablement inoculé par la suspension bactérienne.

Toutes les boites de Pétri ont été conservées a 4°C pendant 2 h puis incubées a 37°C
pendant 24 h. Les contrdles négatifs ont été préparés avec du DMSO (20 pl) et les controles
positifs avec de I'acide nalidixique. Les diametres (mm) des zones d'inhibition ont été ensuite

mesurés.

IV.3.6.4 Détermination des valeurs de CMI par la méthode de micro dilution

Tous les tests ont été effectués dans un milieu de bouillon Mueller Hinton. Les extraits
étudiés ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a 1%. Des dilutions sérielles ont
été préparées dans une microplaque a 96 puits dans la gamme de concentration choisie. Des
souches bactériennes, dont les concentrations finales ont été ajustées a 5 x 105 CFU/ml, puis
introduites dans chaque puits et incubées pendant 24 heures a 37 °C. La croissance des

microorganismes a été indiquée par la turbidité.

La CMI est définie comme la plus faible concentration de I'extrait a laquelle le

microorganisme ne présente pas de croissance visible.

1V.3.6.5 Détermination des valeurs de CMB
La CMB est la concentration la plus basse a laquelle I'extrait a empéché la croissance

bactérienne visible.

Aprés avoir identifié la CMI, tous les tubes, en partant de la CMI jusqu'aux
concentrations les plus élevées, ont été inoculés avec une anse de platine sur des boites de
Pétri contenant du milieu agar MH. Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24 h. La
concentration de I'extrait qui ne présente aucune croissance microbienne est la concentration

bactéricide minimale (CMB).
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IV.3.7 Toxiciteé aigué

Les plantes produisent une variété de métabolites secondaires qui sont subdivisés par
les chimistes en plusieurs classes (les saponines, les terpénoides, cyanogeénes, les tanins, les
acides aminés toxiques, les glycosides, les alcaloides ...). Elles sont la principale source de
découverte de nouveaux médicaments. Bien que les métabolites secondaires soient
principalement utilisés pour leur activité biologique bénéfique, la toxicité de certains d'entre

eux peut limiter leur utilisation.

Cela dit, qu’il apparait clairement que les plantes médicinales doivent étre utilisées
avec précaution, et que des études toxicologiques doivent étre menées afin d'accroitre les

connaissances sur la plante ou la préparation végétale administrée aux populations.

Les études de toxicité aigué sont congues pour déterminer la dose qui produira la
mortalité ou des effets toxicologiques graves lorsqu'elle est administrée en une fois.

Pour évaluer la toxicité orale aigué des différents extraits de la plante Rubia tinctorum,
le protocole de I'Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE,
2001) a éte utilisé avec quelques modifications. 48 rats males pesant entre 170+7.5g et
232+7.02 g ont été répartis au hasard en 8 groupes de 6 rats. Les procédures ont été réalisées
en deux étapes, pour chacune d'entre elles 3 rats Wister ont été utilisés. Tous les animaux ont
été soumis a un jelne de nuit, ils avaient accés juste a 1’eau. Ensuite, chaque animal est

identifié par un numéro et pesé.

Les huiles essentielles n'ont pas été testées en raison de leur faible rendement.

1\VV.3.7.1 Préparation des extraits

Une dose de 2000 mg/kg de chaque extrait MR, MF, AR et AF de Rubia tinctorum a
été dissoute dans de I'eau physiologique a un volume de 2 ml/kg. Les extraits EER et EEF ont
été dilués dans du tween 80 (0,1%).

1VV.3.7.2 Préparation des groupes
Dans les tests de toxicité aigué, un total de 48 rats males Wistar a été réparti au hasard

en 8 groupes composés de 6 rats par groupe.

Le groupe 1 (témoin (1)) : soumis a un gavage de 10 ml/kg du sérum physiologique),
le groupe 2 (témoin (2)) : soumis a un gavage de 10ml/kg du tween 80 (0.1%)). Les groupes :
3;4;5;6;7et8ontrecu une dose unique de 2000 mg /kg de MR, MF, AF, AR, EER, et

EEF, respectivement.
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Les animaux ont été sous surveillance pendant les 4 premieres heures suivant
I’administration. Aucune nourriture n'a été donnée pendant cette période. Des changements
physiques et comportementaux (agitation, convulsions, anorexie, asthénie, diarrhée et mort)
ont été observés pendant 14 jours a raison d’une fois par jour. Les rats ont aussi été peses pour
suivre 1’évolution de leur poids. Pendant la période d’observation (15 jours), le nombre de

morts ainsi que les troubles symptomatiques ont été notés.

1VV.3.7.3 Poids relatif des organes

Au 15°™ jour de l'expérience, les animaux ont été sacrifiés. Les organes suivants :
foie, poumons, reins, cceur, rate sont soigneusement prélevées, rincés avec la solution du
NaCl 9% ; puis leurs poids ont été enregistrés en grammes pour déterminer le poids relatif
(Kifayatullah et al., 2015).

Le poids relatif des organes a été calculé comme suit :

Poids relatif = (Poids des organes / poids du rat (le jour du sacrifice) x 100%

IV.3.7.4 La variation en pourcentage du poids corporel

La variation en pourcentage du poids corporel des animaux a été calculée comme suit :
(poids corporel final - poids corporel initial) / (poids corporel final) x 100 (Desai et Singh,
2009).

IV.3.7.5 Prélévement sanguine
Le prélévement sanguin a été effectué au 15°™ jour par ponction de la veine
abdominale a I'aide d'une seringue, puis mis dans des tubes contenant 0.1% EDTA pour le test

FNS et des tubes secs pour les tests biochimiques.

Figure 21 : Prélévement sanguin a été effectué par ponction de la veine abdominale
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Cette technique permet de collecter du sang stérile et la capacité a réaliser une exsanguination

complete.

IVV.3.7.6 Analyse hématologique et biochimique

Pour le dosage des parameétres biochimiques ; le sang a été centrifugé a 2500 tr/mn a
une température de 4°C pendant 10 minutes. Le sérum obtenu a été récolté puis des dosages
de glucose, urée, créatinine, les transaminases (TGO, TGP), triglycéride et cholestérol ont été

effectués.

Toutes les analyses ont été réalisées a l'aide d'un automate de chimie clinique (mindray BA-
88A).

IV.3.8 Evaluation de I’activité anti anémique

L’activité antianémique a été évaluée selon la méthode de Pandey et al., (2016), sur
des rats males adultes (pesant entrel70+7.5 et 232+7.02). Les rats ont été répartis en 11
groupes de six (Groupe 1 : témoin ; Groupe 2 : control négative ; Groupe 3 : traité par le fer ;
Groupe 4, Groupe 5, Groupe 6, Groupe 7, Groupe 8, Groupe 9, et Groupe 10 ont traités par

les différents extraits).

Nous avons sélectionné 04 extraits (MR, MF, AR, et AF) selon les résultats du test anti

hémolytique et le test de la toxicité.

1V.3.8.1 Induction de ’anémie

Pour induire une anémie, nous avons effectué des injections (intra-peritoniale) d’un
produit de phénylhedrazine a 40 mg/kg au niveau de I’abdominale droite a raison d’une seule
fois pendant deux jours. Tous les groupes d'animaux ont été concernés par ’injection de la

phénylhydrazine, sauf le groupe Groupe 1.

1\VV.3.8.2 Préparation des groupes et traitement
Les rats qui ont développé une anémie avec une concentration d'hémoglobine
inférieure a 13 g / dl ont été utilisés pour I'étude. Les rats anémiques ont été divisés en cing

groupes (six animaux par groupe) et traités quotidiennement pendant 15 jours.

e Groupe 1:témoin arecu (Nacl 0.9 ; 10 ml/kg).

e Groupe 2 : controle négative a recu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois
par jour pendant 2 jours consécutifs.

e Groupe 3 : contrdle positive a recu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois

par jour pendant 2 jours consecutifs + traitement standard (Orofer plus) ;
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e Groupe 4 :arecu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant 2
jours consécutifs + Extrait (AR) (200 mg/kg) ;

e Groupe5:arecudu PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant 2
jours consécutifs + Extrait (AR) (400 mg/kg).

e Groupe 6 : arecu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant 2
jours consécutifs + Extrait (AF) (200 mg/kg).

e Groupe 7 :arecu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant 2
jours consécutifs + Extrait (AF) (400 mg/kg).

e Groupe 8 :arecu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant 2
jours consecutifs + Extrait (MF) (200 mg/kg).

e Groupe 9 :arecu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant 2
jours consécutifs + Extrait (MF) (400 mg/kg).

e Groupe 10 : arecu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant
2 jours consécutifs + Extrait (MR) (200 mg/kg).

e Groupe 11 : arecu du PHZ i.p. 40 mg/kg de poids corporel, une fois par jour pendant
2 jours consecutifs + Extrait (MR) (400 mg/kg).

1VV.3.8.3 Analyse des paramétres hématologiques

Le sang a été prélevé de chaque rat dans un tube d'EDTA par ponction oculaire avant
I'induction de I'anémie (jour 1) et pendant le test (jour 3) avec manipulation douce et calme de
I’animale afin de ne pas trop I’exciter ni I’effrayer. Le sinus veineux rétro-orbitale est
ponctionné a 1’aide d’un tube capillaire d’hématocrite introduire dans 1’angle (30°) a
I’intérieur de I’ceil, par pression rotative. La fragile paroi des vaisseaux est perforée et le sang
prélevé par capillarité est immédiatement recueilli dans des tubes & EDTA. Ensuite, des tests
FNS ont été effectués a chaque stade pour évaluer les parametres sanguins a l'aide d'un

compteur automatique.

Le 15°™ jour, tous les animaux ont été sacrifiés sous anesthésie en utilisant le
chloroforme dans une cloche en verre (figure 9). Un test FNS a été réalisé pour évaluer les
parameétres sanguins (RBC, HB, HT, MCV, MCHC, et MCH) a laide d'un compteur

automatique.
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IV.3.9 Analyses statistiques
Les resultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type SD. Toutes les
expérimentations ont été réalisées en triplicata. Un test t test non apparié est réalisé par le

logiciel SPSS. Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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V. Résultats et discussion
V.1 Extraction

L'étape d'extraction constitue la premiére étape avant l'analyse des composants
phytochimiques des plantes. Dans cette étude, une méthode d'extraction par macération a
froid a éeté réalisée. Par conséquent, les effets des solvants ont été étudiés en termes de
rendement d'extraction. La préparation des différents extraits de la partie aérienne et de la
racine de Rubia tinctorum a été réalisée a l'aide de trois solvants de polarités différentes (eau,
méthanol 80%, di éther éthylique). Le rendement obtenu par les différents extraits, la couleur,
et ’aspect sont indiqués dans le tableau (5). Le rendement a été calculé a partir de la quantité

de poudre végétale.

Tableau 5 : Rendements des différents extraits du Rubia tinctorum.

Partie Solvant Rendement Couleur Aspect

aerienne de extrait de extrait
Méthanol 16,1% Vert foncé Visqueux
Di éthyle éther 5% Vert-noir Visqueux
Eau 16.7% Vert foncé-marron  Poudre

Racine  Meéthanol 17.3% Rouge foncé Visqueux
Di éthyle éther 9% Rouge-noir Visqueux
Eau 18.8 % Rougefonce Poudre

D’aprés les résultats, on constate que tous les extraits aqueux (AR, AF) et
hydrométhanoliques (MR, MF) ont montré les meilleurs rendements en comparant les extraits
organiques apolaires (EER, EEF). Le rendement a été trouvé dans I'ordre décroissant suivant :
AR > MR > AF > MF > EER > EEF. Le rendement d'extraction obtenu pour les racines est

toujours plus élevé pour les trois solvants.

Ce résultat est en accord avec le rapport de Barchan et al., (2014), qui ont montré que
I'eau est le solvant le plus approprié pour I'extraction des composés phénoliques des plantes de
M. spicata, M. pulegium et M. piperita ou le rendement le plus élevé étant dans les extraits

aqueux et le moins dans n-Hexane.

Les résultats obtenus montrent que le rendement d'extraction dépend a la fois de
I'organe et du type de solvant. Les différences dans le rendement d'extraction de la plante
analysée dans la présente étude peuvent étre attribuées a la différence dans la disponibilité des

composants extractibles, résultante de la variété et des composants chimiques dans les plantes.
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De plus, des différences de la polarité des solvants influencent leur solubilité (Felhi et al.,
2017).

V.2 Evaluation de la composition minérale, nutritionnelle et la teneur en eau.

L'analyse de la composition nutritionnelle est un indice important pour classifier la
valeur nutritionnelle d'un produit alimentaire. Elle est évaluée par leur teneur en protéines ;
glucides ; graisses et huiles; minéraux ; vitamines et d'eau qui sont responsables de la

croissance et du développement de I'homme et des animaux (Begum et al., 2018).

Plusieurs recherches ont réveélé la présence des éléments nutritionnels dans les plantes
gue nous consommons comme compléments alimentaires ou un médicament. Ces éléments se
trouvent en différentes quantités dans diverses sections des plantes, en particulier dans les

racines, les graines et les feuilles.

La teneur en eau ; en cendre ; lipides ; protéines et en sucres, des deux parties de la plante

Rubia tinctorum sont représentés dans le tableau (6).

Tableau 6 : La composition minérale, nutritionnelle et la teneur en eau.

Parametre/la partie étudie Racine Partie aérienne
Teneur en eau (%) 87.37°" 60,54”

Teneur en cendre (mg/g MS)  42.8° 42°

Teneur en lipides (%) 8.1° 6.56"

Teneur en protéines (%) 0.53¢ 6.25"

Teneur en sucres pg/ml 2489.30° 2352.94°

Les lettres différentes dans la méme colonne indiquent une différence significative a P <
0.05.

La teneur en eau, en lipide et en sucres a montré des quantités remarquablement
élevées dans les racines comparée a celle de la partie aérienne, avec des valeurs de 87.37% et
60.57% respectivement pour la teneur en eau. Et des teneurs de 2489.30 et 2352.94 pg/ml

pour le sucre ; des valeurs de 8.1% et 6.56% pour les lipides.

Dautre part, la concentration de la protéine la plus elevé a été enregistrée au niveau
des racines (6,25%), tandis que la valeur la plus faible a été atteinte dans la partie aérienne
(0.53%).
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Concernant la cendre, la concentration est approximativement la méme, une teneur de

42.8 mg /g MS et 42 mg /g MS pour les racines et la partie aérienne, respectivement.

Selon la littérature, il y a peu de travaux portant sur la qualité nutritionnelle et
minérale de la plante R tinctorum. Ishmuratova et al., (2020) ont évalué la teneur en cendre et
les éléments minérales de la plante Rubia tinctorum en Arbakistan. Ils ont constaté que la
teneur en cendre était >105,25 mg/g. En revanche, Amirteymouri et al., (2015) ont montré
que la teneur en protéines et celle en cendre étaient plus faibles par rapport a ce que nous
avons retrouvé. Elles étaient respectivement de 1,72 et 3,065 mg/g. Et selon le résultat
enregistré par Jalill, (2017) la teneur en protéine était plus importante (5.8125%) que la nétre.

L'étude globale de la littérature montre que nos résultats de I'analyse des nutriments ne
se situent pas dans la fourchette de 1’ensemble des études. La différence marquée par rapport
aux autres valeurs rapportées pourrait étre associée a plusieurs attributs tels que : la saison et
le stade de maturité du 1’échantillon utilisé pour I'analyse (Kumar et al., 2021), ainsi que

I'emplacement et les conditions de croissance des plantes (Bakari et al., 2017).

La quantité et la qualité de ces éléments trouvés dans les échantillons de plantes sont
essentielles pour le choix des especes végétales en fonction de leur importance nutraceutique,

les programmes d'amélioration des plantes, et la classification systématique.

Les sucres, les protéines et les graisses jouent un réle essentiel dans la création d'un
systéeme de contr6le des organes sains chez les étres humains. En effet, les protéines sont des
composants nécessaires au remplacement des tissus et pour la fourniture d'énergie et d'acides
aminés, elles sont destinées a la construction et a la réparation des tissus de I'organisme , la
régulation des processus corporels, la formation d'enzymes, d'hormones et d'anticorps qui

permettent a I'organisme de lutter contre les infections (Ogidi et al., 2019).

Les glucides peuvent étre facilement oxydés pour produire de I'énergie instantanée,
leurs polymeéres servent de molécules de stockage de I'énergie et leurs dérivés sont présents
dans un certain nombre de molécules biologiques, notamment les coenzymes et l'acide

nucléique (Kumar et al., 2021).

Par ailleurs, les graisses fournissent de I'énergie et favorisent l'absorption des
vitamines liposolubles et les fibres brutes qui facilitent la digestion. Les lipides sont plus
utiles dans le corps des animaux. Les lipoprotéines sont des constituants cellulaires
importants , des composants essentiels de la membrane cellulaire et une source d'énergie

métabolique pour I'entretien des cellules (Habib et al., 2015).
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Concernant la teneur en eau, c’est la quantité d'eau contenue dans un matériau. L'eau
est un composant essentiel de nombreux aliments. 20 % de la consommation totale d'eau
provient de I'numidité des aliments. Elle fournit d’avantage des informations sur la durée de

conservation et la viabilité de la croissance des micro-organismes (Bakari et al., 2017).

Le pourcentage des cendres est le reflet de la teneur en minéraux conservés dans cette
espece végétale. Les cendres contiennent des matieres inorganiques de la plante, notamment
des oxydes et des sels contenant des anions tels que les phosphates ; les sulfates ; les chlorures
et autres halogénures et, des cations tels que le sodium ; le potassium ; le calcium; le
magnésium, le fer et le manganése (Datta et al., 2019). Elles sont également un indicateur de
haute digestibilité de la plante. Elles facilitent les processus métaboliques, la croissance et le

développement.

V.3 Détermination des éléments essentiels

La détermination des éléments minéraux dans les plantes est cruciale étant donné que la
concentration et le type de minéraux affectent la qualité de nombreux aliments. L’existence
d’une composition phytochimique et élémentaire contribue a I'efficacité médicinale de la

plante.

Tableau 7: Composition minérale de la plante Rubia tinctorum.

Ppm Na k Ca Fe
Feuille 0.207£0.001* 1.51+0.031 0.023+0.02 2.97+0.07
Racine 0.115+0.012 1.68+0.015 0.043+0.021* 3.32+0.07**

Na: sodium; K: potassium; Ca: calcium; Fe: fer. * p<0.05, ** p<0.01

Le tableau (7) montre le contenu minéral des racines et la partie aérienne de la plante
Rubia tinctorum. Les résultats ont révélé les éléments macro minéraux (sodium (Na),
potassium (K), calcium (Ca)) et les éléments micro minéraux (fer (Fe)) a des concentrations
variables. La teneur en fer dans cette étude a montré la quantité la plus élevé dans les deux
parties étudiées par rapport aux autres minéraux (2.97+£0.07 ppm et 3.32 + 0.07ppm pour la
partie aérienne et les racines, respectivement), suivi par le potassium avec une teneur de
1.51+0.031 pour la partie aérienne et de 1.68+0.015 pour les racines. En outre, les données
ont révélé la présence de sodium en faible proportion en comparaison de celle du fer et du K.
Concernant le Ca, il apparait en quantité limitée sur les deux parties étudiées. En général, les
résultats obtenus révelent la richesse en éléments minéraux des racines comparativement a la

partie aérienne.
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Ces résultats sont conformes a ceux d'Aboud (2010), qui a indiqué que les
concentrations de sodium (Na), de potassium (K) et de fer (Fe) dans la racine de Rubia
tinctorum étaient plus élevées, tandis que le calcium (Ca) a été trouvé a la plus faible

concentration.

Jalill (2017) a rapporté que la teneur en K et Fe est de 833 et 93.95 ppm,
respectivement, dans les racines collectées a Bagdad, en Irak. Ces données ne sont pas en
accord avec nos résultats qui montrent que la teneur en K est plus importante que la teneur de
Fe alors que les teneurs des deux éléments ont été trouvées trop faibles dans notre échantillon.
Ces variations des résultats peuvent étre dues au changement de variété, de climat, de la

méthode de fertilisation et les circonstances environnementales (Ogidi et al., 2019).

Selon des rapports antérieurs, il a été établi que chacun de ces éléments intervient dans
le fonctionnement physiologique de I'organisme. Le calcium (Ca) contribue & la régulation de
la contraction musculaire nécessaire aux enfants, aux nourrissons et aux feetus pour le
développement des os et des dents. Le Fe est nécessaire a la production d'hémoglobine, au
transport de 1'0, et au renforcement de I'immunité de I'organisme. Le K et le Na permettent de
maintenir 1'équilibre ionique nécessaire et de prévenir I’hypertension (Bakari et al., 2017;

Datta et al., 2019).
V.4 Etude phytochimique

V.4.1 Etude phytochimique qualitative

Les composants phytochimiques des plantes sont reconnus comme des composés
biologiquement actifs et responsables de différentes activités telles que les antioxydants, les
antimicrobiens, les antifongiques et les anticancéreux. Le tableau (8) résume les résultats

obtenus du criblage biochimique.
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Tableau 8 : Criblage phytochimique des différents extraits de Rubia tinctorum.

Constituants Observation Extrait
AR AF EEF MR MF EER
Stéroide Anneau pourpre - - - -- - -
. Formation  d'une
Saponines - + - + - -
mousse
. Coloration vert
Tanins , + + + + + +
foncée
Quinone Coleut violet + - - + - +
Phenol Couleur verte -noir + +++ + +++ 4+ ++
Coumarine
L Couleur verte + + + + +
glucosidique -
Anthraquinone libre Rose- rouge +++ 3 ++ 3 ++
Antraquinone combine  Couleur rose - - B - - +
. Coloration  rose-
Flavonoide ++ ++ + + ++ +
rouge
Alkaloide Turbidité + + ++ + + ++
. . Coloration  brun-
Cardiacglucoside . - ++ o+ + ++ -
rougeatre
Proteine Couleur violette - - - + - -

+: présence ; - : absence ; ++ : présence en faible quantité ; +++ : présence en abondance ; AR : Extrait aqueux
de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EER : Extrait di éthyle éther de la partie racine ;
EEF : Extrait di éthyle éther de la partie aérienne ; MR : Extrait hydrométhanolique de la partie racine. MF :
Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne.

On note la présence des alcaloides, les flavonoides, les phénols et les tanins dans les
six extraits étudiés de R. tinctorm. Cependant, les stéroides sont absents. Tandis que les
coumarines glucosides, les protéines et les anthraquinones combinées n’ont été détectées que

dans les extraits AF, MR et EER, respectivement.

Concernant les anthraquinones et les quinones libres, elles n’ont été détectées que dans
les extraits AR, MR et EER. Toutefois, les cardiaques glucosides ne sont détectés que dans les
extraits AF, EEF, MR et MF.

L’¢tude de la composition phytochimique des plantes est une étape importante pour
I'évaluation des propriétés biologiques des plantes médicinales. A la lumiére de nos
connaissances, il s'agit du premier rapport décrivant la composition phytochimiques de la
partie aérienne de Rubia tinctorum. Les résultats de notre étude sont cohérents avec 1’étude
de Aboud, (2010), qui a déemontré la présence des mémes constituants, a I'exception de la
saponine, dans les extraits hydrométhanolique et aqueux de R. tinctorum. D’autre étude a

montré la présence des anthraquinones et les tanins dans 1’extrait méthanoliques des racines
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de Rubia tinctorum. Cependant, les flavonoides ont été totalement absents (Essaidi et al.,
2017).

Differents facteurs environnementaux ont également un effet sur les constituants des
plantes, tels que les précipitations, les changements climatiques et d'autres facteurs
édaphiques (Karkanis et al., 2019).

D’autre part, la différence entre les composants des deux parties est liée a plusieurs
facteurs a savoir : les sites de culture ; les facteurs géographiques ; les conditions climatiques ;
la fertilité du sol ; les interactions entre les plantes et I'expression des genes (lloki-Assanga et
al., 2015 ; Szakiel et al., 2011).

En ce qui concerne la différence entre la composition des extraits d'une méme plante,
elle contribue a la solubilité des composés phénoliques qui est principalement influencée par
la nature du solvant utilisé et sa polarité. Comme il est bien connu, le méthanol est un solvant
protique polaire, tandis que l'acétone et I'éther d'éthylique sont des solvants aprotiques
polaires et non polaires, respectivement. La récupération des substances phytochimiques de la
plante peut étre influencée par la constante diélectrique, la structure chimique des solvants
organiques, ainsi que par les propriétés chimiques des substances phytochimiques de la plante
(Karkanis et al., 2019).

V.4.2 Etude phytochimique quantitative
V.4.2.1 Analyse par LC-ESI-MS/MS

Les extraits MR, MF, AR, AF et EEF de R. tinctorum ont été criblés pour la présence
de différents composés phytochimiques via une quantification LC-ESI-MS/MS. Les
chromatogrammes sont illustrés dans les figures (Annexe 2) et les quantités sont mentionnées
dans le tableau (9). Parmi les 37 différents composants testés, les extraits MR et AF se sont
avérés contenir 17 composants phytochimiques, tandis que les extraits AF et EEF contenaient

16 composants. En plus, I'extrait MF a révélé la présence de 15 composés phytochimiques.
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Tableau 9. Profile métabolique des extraits de Rubia tinctorum analysés par la technique LC-ESI-MS/MS.

Composants RT Unité Parent ion Transitions lons MF MR AR AF EEF
(m/z) (m/z)

Acide tartarique 1.895 pug/mg 149 87 Négative 1.0752 ND 1.4523 ND 1.4519
Acide citrique 1.744 pHg/mg 1.793 191.1 Négative 3.3788 15.3502 4.4653 116.580 32.790
Acide ascorbique 1.752 pmg/mg 1.802 175.1 Négative ND ND 1.3414 64.9996 1.4232
Acide fumarique 1.821 ug/mg 1.821 115 Négative 0.2350 0.5293 0.2933 16.094 0.3374
Acide maleique 1.813 ug/mg 1.821 115 Négative =~ ND ND ND ND ND
Acide chicorique 1.782 Hg/mg 1.989 472.8 Négative 0.9680 ND 1.4480 31.7746  0.8263
Acide gallique 2.647 pug/mg 2.605 169 Négative ND ND ND ND ND
Acide chlorogénique 5.468 Mg/mg 353 191 Négative  1.1153 0.9038 0.9126  47.4291 0.9920
Acide 4-hydroxyibenzoique 6.507 pug/mg 137 93.1 Négative 1.1635 1.2310 1.1293 49.9302 1.2639
Catéchine 6.594 Hg/mg 288.9 2451 Négative 0.6581 0.6828 0.7569 31.4229 0.6744
Epicatéchine 6.865 pHg/mg 353 191 Positive 1.0282 1.0247 1.0240 50.7805 1.0159
Hesperidine 6.665 ug/mg 611.3 357 Positive 3.9865 ND ND ND ND
Rutin 6.468 pug/mg 608.9 299.4 Négative 2.2025 ND ND ND ND
Acide vanillique 6.414 ug/mg 6.687 167 Négative  1.0424 1.1286 1.0336 52.8816  1.0599
Acide syringique 6.603 pug/mg  6.703 197.1 Négative ND ND ND ND ND
Acide caféique 6.786 ug/mg 6.703 178.9 Négative  0.0547 0.0633  0.0350 1.0283 0.0767
Liteolin-7-glucoside 6.699 png/mg  6.740 449 Positive ND ND ND ND ND
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Apigenin-7-O-glucoside 6.485 pHg/mg 6.808 430.8 Négative ND ND ND ND ND
Quercetin-3-glucoside 6.808 ug/mg 432.7 99.5 Négative ND ND ND ND ND
Oleuropein 6.783 pmg/mg 539.1 275.1 Négative ND ND ND ND ND
Acide rosmarinique 6.858 pug/mg 358.9 160.7 Négative ND  0.5535 0.5628 27.9655 ND
Acide p-coumaric 6.936 pug/mg 6.919 163 Négative 0.1330 0.1536 0.2012 10.2367 0.1680
4-hydroxybenzaldehyde 7.070 Hg/mg 6.929 121 Négative 0.1991 0.2164 0.2034 10.7900 0.2072
Acide trans-ferulique 6.819 pHg/mg 6.968 193.1 Négative 0.6571 0.5570 0.5711 51.0571 0.8144
Acide protocatéchique 7.268 pmg/mg 7.243 152.9 Négative 0.6178 0.6227 0.6141 30.2216 0.6113
Quercetine 7.240 pmg/mg 7.306 300.7 Négative ND ND ND ND ND
Apigenine 7.555 pug/mg 7.555 269 Négative ND  0.2309 ND ND ND
Naringenine 7.605 pug/mg 7.588 270.9 Négative ND ND ND ND ND
Acide trans-cinnamique 7.657 pug/mg 7.591 148.8 Négative 0.5464 0.5053 0.5287 26.1761 0.5168
Kaempferol 7.861 pug/mg 7.613 284.9 Négative ND ND ND ND ND

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EEF : Extrait di éthyle éther de la partie aérienne ; MR : Extrait hydrométhanolique de la partie

racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne, ND : non détecté.
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Des profils métaboliques relativement similaires ont été trouvés dans les extraits
aqueux ; hydrométhanoliques et les extraits apolaires de la partie aérienne et des racines de la
plante Rubia tinctorum. L’extrait (AR) a montré une forte abondance de I’acide citrique
(165.8091 pg/mg) en comparant avec les autres extraits, et une abondance moyenne de ’acide
ascorbique 64.9996 pug/mg, de I’acide trans-ferulique (51.0571 pg/mg) et de ’acide vanillique
52.8816 pg/mg.

Dans le cas de I'extrait MR, I'acide citrique a également présenté une concentration
élevée (15,3502 pg/mg), les autres composés ont été trouves en faibles quantités comprises
entre 0.0063 et 1.23 pg/mg.

Pour I'extrait MF, le composé hespéridine a été marqué comme un composé principal

(3,9865 pg/mag), suivi par l'acide citrique (3,3788 pg/mg).

Dans I’extrait AF, I’acide citrique constitue le principal composé, représenté par
4.4653 pg/mg, suivi de 1’acide chicorique et 1’acide tartarique avec des teneurs de 1.4480
pg/mg et 1.4523 pug/mg respectivement. Concernant les autres composés, ils ont été trouvés a

I'état de traces, tableau (9).

Le profil LC-ESI-MS/MS de I'extraction a révélé que 11 composés bioactifs ont pu
étre extraits par tous les différents types de solvants (acide fumarique, acide chlorogénique,
acide hydroxybenzoique, acide vanillique, catéchine, epicatéchine, acide caffeique, acide
protocatéchine, acide trancinnamique, acide p-coumarique, et 4-hydroxybenzaldehyde) avec
des différences dans leurs quantités. L'acide tartrique est présent seulement dans la partie
aérienne (AF, AR, et EEF, dont la concentration est de 1.0752, 1.4523, 1.4519 pg/mg,
respectivement). Par ailleurs, nous constatons que I'extrait MR est le seul extrait contenant de
I'apigénine. Cependant il est dépourvu d'acide chicorique lequel se retrouve dans tous les
autres extraits. Egalement, on note que I’extrait MF est le seul extrait contenant 1’hesperdine
et le rutin. D’autre part, on remarque que 1’acide ascorbique est absent totalement dans les

deux extraits méthanoliques (MR et MF).

Lorsqu’on compare entre la composition de la partie aérienne avec celle de la partie
racine, on note que I’extrait AR contient la teneur la plus élevee en composeés

phytochimiques.

A la lumiére de nos connaissances, il s'agit de la premiere étude révélant les
constituants chimiques de la partie aérienne de R. tinctorum. La comparaison est donc

impossible. Cependant, I'identification des principaux constituants des racines de R. tinctorum
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par LC-MS/MS et LC-HRMS a été réalisée precédemment (Lajko et al., 2015; Eltamany et
al., 2020; Langa-Lomba et al., 2021), révelant la présence de nombreuses anthraquinones
comme la munjistine, l'acide rubyrique, la lucidine, la rubiadine, la pseudopurpurine et le
nordamnacanthal. Nous constatons une absence de ces constituants dans nos extraits, ce qui
ne signifie pas une absence totale, mais ils n‘ont pas été identifiés en raison du manque du

standars.

Aboud, (2010) a révélé la présence d'anthocyanidines, de chalcone et de kaempférol.
De plus, d'autres études ont révéle que la quercétine, la rutine, I'nespéridine et le kaempfeérol
étaient les principaux composés phénoliques des extraits alcooliques de Rubia tinctorum
(Derksen et al., 2002; Eltamany et al., 2020). Marhoume et al., (2019) ont utilis¢ HPLC pour
identifier I’extrait butanolique des racines, les analyses ont montré la présence de la vanilline,
I'acide rosmarinique, l'acide cinnamique, et quercetine. En comparaison avec nos résultats,
les extraits présentent des similitudes, a I'exception de l'absence de quercetine et de

kamphérol.

Différentes études concernant les effets de la sécheresse et du stress osmotique sur la
composition des polyphénols dans des especes distinctes ont démontré que ces composés
pouvaient augmenter ou diminuer avec le type et l'intensité du stress. Certaines études ont
révélé que certains facteurs environnementaux tels que le rayonnement UV, la lumiere bleue,
la forte intensité lumineuse, les blessures, les attaques de pathogenes, la sécheresse et la
carence en nutriments ont une influence sur I'accumulation des anthocyanes dans les plantes.
En plus de tous ces facteurs externes, tous les parametres appliqués lors de I'extraction
(température, temps et pourcentage de solvant) ont également une grande influence sur la

quantité de composeés extraits (Kassim et al., 2009; Akula et Ravishankar, 2011).

Concernant la variation du profil métabolique des feuilles et des tiges, il semble étre
principalement lié aux précipitations et aux niveaux d'humidité. Alors que les inflorescences
et les racines ont été regroupées en fonction de la disponibilité de certains nutriments dans le
sol, en particulier les macronutriments du sol (Ca, Mg, P et K) et le micronutriment Cu. Le
rayonnement solaire et la température affectent également et de maniere significative le profil

métabolique des inflorescences (Sampaio et al., 2016).

Donc, les proportions des métabolites secondaires dans les parties de la plante sont
étroitement liées a la partie anatomique et, la variabilité des composés phénoliques dans les
tissus végétaux dépend de nombreux facteurs, tels que les conditions environnementales,

notamment la température, la lumiére UV et la nutrition.
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En général, la comparaison de 1I’ensemble des résultats permet de confirmer la richesse

de la racine de R. tinctorum en termes de diversité de composés phénoliques.

Il est bien connu que ces molécules ont de nombreuses activités biologiques. En effet,
il a été précédemment rapporté comme ayant une excellente efficacité en tant qu'anti-
inflammatoires et antioxydants (Kadam et al., 2018). L'acide chlorogénique est I'un des
composés phénoliques retrouvés dans notre analyse. Il a été démontré qu'il a un effet
anxiolytique et antioxydant (Bouayed et al., 2007). Une autre étude rapportée par Cemeli et
al., (2009) a révéle I'effet protecteur de I'acide gallique et de la rutine contre les effets néfastes
de H,O,. In et al., (2013) ont expliqué I’effet antioxydant et I'effet antimicrobien de I'acide
citrique contre Shigella. L'épicatéchine est un autre composeé, il possede de nombreuses
activités biologiques, notamment 1’activité antioxydante, antitumorale, anti-inflammatoire,
antidiabétique, antimicrobienne et cardioprotectrice (Ullah et al., 2020). Pareillement, I'acide
p-coumarique posséde également plusieurs activités biologiques dont 1’activité antioxydante,
anticancéreuse, antimicrobienne, antivirale, anti-inflammatoire, antiagrégante plaquettaire,
anxiolytique, antipyrétique, analgésique et anti-arthrite (Pei et al., 2016). En outre, il a été
constaté que 1’acide trans-cinamique est un inhibiteur de la formation de biofilms, il est peut
étre utilisé comme un conservateur naturel alternatif pour prolonger la durée de conservation

de la laitue fraiche coupée (Letsididi et al., 2018).

V.4.2.2 Dosage des composes phénoliques
Dans cette partie nous avons envisagé de faire une étude quantitative en terme
polyphénolique, flavonoides et tannins content dans la partie aérienne et racine de la plante

Rubia tinctorum.

Les résultats de la détermination du contenu phénolique total des six extraits de la
partie aérienne et racinaire de R. tinctorum, obtenus en utilisant trois solvants différents (eau,

méthanol, et di éthyle éther) sont présentés dans le tableau (10).
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Tableau 10 : Teneur en phénols totaux, flavonoides et tanins

La teneur AR AF MR MF EER EEF

TPC 38.49 34.40 118.38 71.47 75.88 69.71

(mg EAG/ g MS)  +0.001" +0.09" +0.07” +0.021" +0.036 +0.01"
TFC 10.32 34.74 45.29 30.30 4.21 16.65

(mg EC/g Ms) +0.003" +0.03™" +0.04™" +0.009" +0.006" +0.002"
TTC 131.68 127.24 4257 134.11 116.38 128.88
(mg EC/g Ms) +0.00™" +0.03" +0.088" +17 +0.238"" +0.006™"

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EEF : Extrait d’ethyl éther de
la partie aérienne ; MR : Extrait hydrométhanolique de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la
partie aérienne, TPC : teneur totale en phénols, TFC : teneur totale en flavonoides, TTC : teneur totale en tanins.
Les données ont été analysées par anova a sens unique, les valeurs représentent la moyenne + SD ; n=3. *p<0.05,
**p <0.01, ***p <0.001.

La partie racine a montré la plus grande quantité de phénols totaux. La teneur la plus
élevée a été observée dans l'extrait MR, a savoir 118.38 £0.07 mg EAG/g MS. Alors que les
niveaux les plus élevés de tannins et de flavonoides ont été déterminés dans la partie aérienne.
La teneur en flavonoides variait entre 16.65 +0.002 et 34.74+0.03 mg EAG /g MS, tandis que
la teneur en tanins variait entre 127.24+0.03 et 134.11+1 mg EAG/g MS.

La concentration de flavonoides dans les différents extraits de R. tinctorum a été
déterminée par une méthode spectrophotométrique utilisant du chlorure d'aluminium. La
teneur en flavonoides a été exprimeée en termes d'équivalents de catéchines (mg EC/g Ms).
Les concentrations de flavonoides dans les extraits MR, MF, AR, AF, EER et EEF étaient
respectivement de 4.21+0.006, 30.30+0.009, 34.74+0.03, 4.21+0.006, 16.65+0.002 et
45.29+0.04 mg EC/g Ms. L'extrait MR a montré des quantités plus élevées de flavonoides.

En revanche, I'extrait EER présentait la plus faible quantité.

Dans la comparaison des concentrations des flavonoides dans tous les extraits de la
partie aérienne et des racines de R. tinctorum, nous avons constaté que les extraits
hydrométhanoliques sont particulierement riches en flavonoides par rapport aux autres

solvants.

Concernant les polyphénols, la teneur la plus élevée a été détectée dans I'extrait MR
avec une teneur de 118.38 +0.07 mg EAG/g MS. Les extraits EER et MF contenaient
également des niveaux élevés en ces composés (75.88+0.036, 71.47+0.021, respectivement),
alors que les extraits AR (38.49+0.001) et AF (34.40+0.09 mg EAG/g MS) présentaient des
teneurs faibles par rapport a celles de I’extrait MR.
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Par ailleurs, les résultats ont révélé que les contenus phénoliques totaux des extraits de
la partie aérienne étaient significativement plus faibles que ceux obtenus a partir des parties

racinaires.

En outre, les résultats présentés dans le tableau (10) montrent que dans la partie
racinaire, I'extrait agueux (AR) présente la plus grande quantité en tannins (131.68+0.009 mg
EC/g Ms) suivi par I'extrait EER (116.38+0.238 mg EC/g Ms) et I'extrait MR (42.57+0.088
mg EC/g Ms). Dans les extraits des parties aériennes, I'extrait hydrométhanolique (MF mg
EC/g Ms) contenait la plus forte concentration de composés tanniques (134,11+1 mg EC/g
Ms), suivi par I'extrait EEF (128.88+0.006 mg EC/g Ms) et de I'extrait AF (127.24+0.03 mg
EC/g Ms).

D’autre part, nous avons remarqué que les tannins totaux ont été trouvés en

concentration plus élevée dans la partie aérienne comparée a la partie racinaire (tableau 10).

Alors, di éthyle éther est un solvant efficace pour extraire les TTC, tandis que les TFC

et TPC ont été d’avantage extraits par le méthanol (80%).

La variabilité du contenu phénolique total dans les différents extraits pourrait étre le
résultat de la solubilité variable des composés phénoliques ; cette derniere peut étre
déterminée par la polarité du solvant. En effet les solvants les moins polaires sont
généralement considérés comme convenant a l'extraction des phénols lipophiles, et les

solvants polaires sont utilisés pour les phénols hydrophiles (Medini et al., 2014).

D’autre part, la présente étude a révélé que la distribution des polyphénols differe
significativement entre les différentes parties de R. tinctorum pour tous les solvants. Les
différentes parties d'une méme plante peuvent synthétiser et accumuler différents composés
ou différentes quantités d'un composé particulier en raison de l'expression différentielle de
leurs génes. La différence dans la structure morpho-anatomique et l'activité physiologique des
différentes parties de la plante contribuent a la variation du contenu phénolique et des
activités antioxydantes et affectent d'autres propriétés biologiques des extraits de plantes. De
nombreuses études ont confirmé que la quantité et la composition des composés phénoliques
et flavonoides sont diversifiés au niveau subcellulaire et au sein méme des tissus végetaux.
Les facteurs de stress environnementaux auxquels les plantes sont soumises favorisent
I'expression des composés de réponse au stress, y compris les polyphénols (Kaczorova et al.,
2021).

Dans I'ensemble, nous concluons que les différentes parties de la plante du Rubia

tinctorum contiennent différents niveaux de métabolites secondaires avec une polarité

79



Résultats et discussion

spécifique qui necessite un solvant particulier montrant un indice de polarité approprié pour

I'extraction et le rapport entre soluté et solvant.

La quantité, la pureté et la qualité de I'extrait brut dépendent grandement de la partie
de la plante, du solvant utilisé pour I'extraction et de la solubilité des composés phénoliques

dans les solvants d'extraction (Wakeel et al., 2019).

Des études précedentes sur la racine de R. tinctorum ont rapporté une teneur plus
élevée en composés phénoliques et flavonoides totaux (78.26 mg GAE /g et 25.36 mg GAE
/g, respectivement) dans I'extrait hydrolysé de la racine de R. tinctorum (Essaidi et al., 2017).
Le méme travail a confirmé la plus haute teneur en phénols que les flavonoides dans I'extrait
non hydrolysé préparé avec 80 % de méthanol (38.84 + 0.6 ; 13.41 + 0.34 mg/g,
respectivement) (Essaidi et al., 2017). De plus, Rov¢anin et al., (2015) ont constaté que les
valeurs de tanins dans la racine de R. tinctorum étaient de 6,2 mg GAE /g d'extrait sec, et le
niveau de phénols et de flavonoides était de 14.7 mg GAE/ g, 1.1 mg de CE/g d’extrait,

respectivement.

De méme, Marhoume et al., (2019) ont constaté que la teneur totale en polyphénols de
I'extrait butanolique de racine était de 1.1 + 0.041 mg GAE/100 g de MS, tandis que la teneur
totale en flavonoides était de 0.7 + 0.0055 mg CAE/100 g de MS. On peut dire que nos
résultats sont en accord avec ces recherches qui montrent une richesse de 1’extrait
méthanolique et les extraits organiques apolaires des racines en polyphénols et en tannins que
les flavonoides.

Il semble que ces différences observées dans la quantité de composés phénoliques
peuvent étre dues a la maturité de la plante, aux étapes de la croissance de la plante, aux
processus biochimiques et structurels du tissu végétal, a l'altitude, a I'éclairage, a I'hnumidité et

a la saison de récolte (Cezarotto et al., 2017).

V.5 Les activités antioxydantes

Les antioxydants naturels fonctionnent selon différents mécanismes comme la
prévention de la réaction d'initiation en chaine, la décomposition des peroxydes, le piégeage
des radicaux, la capacité de réduction, l'abstraction continue d'hydrogéne et la liaison aux
catalyseurs d'ions de métaux de transition. Il est donc trés difficile d'attribuer un profil
complet du potentiel antioxydant d'un extrait de plante par un seul test antioxydant d’ou la

nécessité d’effectuer plusieurs techniques différentes.
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Dans notre étude, et afin de déterminer I'activité antioxydante de R. tinctorum, gquatre
méthodes ont été utilisées (l'activité de piégeage des radicaux libres (DPPH), l'activité du
pouvoir reducteur ferrique (FRAP), la capacité antioxydante de réduction du cuivre (Cuprac),
et la capacité antioxydante totale (TAC)). Ces tests sont relativement peu colteux, faciles a
réaliser et hautement reproductibles, ils ne nécessitent pas d'équipement ultrasensible et sont
utilisés pour évaluer a la fois des composés isolés et des extraits complexes (Granato et al.,
2018).

Les résultats sont résumés dans les figures (18, 20, 21, et 22). Les extraits ont montré un

important potentiel antioxydant.

V.5.1 Activité de piégeage du DPPH

La méthode de piégeage du DPPH a été largement utilisée pour évaluer le potentiel
antioxydant et de piégeage des radicaux libres de différents composés naturels et
synthétiques (Chekroun-Bechlaghem et al., 2019).

Le test antioxydant DPPH est basé sur la capacité du DPPH, un radical libre stable, a
décolorer en présence d'antioxydant. Le radical DPPH contient un électron impair, qui est
responsable de l'absorbance a 517 nm et de la couleur violette profonde visible. Le DPPH
accepte un électron donné par un composé antioxydant, il est décoloré, ce qui peut étre

mesuré quantitativement a partir des éléments suivants les changements d'absorbance.

Le pourcentage d'inhibition des radicaux libres DPPH a été déterminé a six
concentrations différentes (1, 0.5, 0.25, 0.125,0.0625, 0.0312 mg/ml) de chaque extrait. Les
résultats ont montré que les extraits ont présenté une activité dose-dépendante dans le

piégeage des radicaux DPPH (Figure 22).
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Figure 22 : Résultats d’activité de piégeage du radical DPPH de différents extraits de Rubia
tinctorum.

Le potentiel antioxydant est inversement proportionnel a la valeur 1Csp, qui est
calculée a partir de la régression linéaire de l'activité antioxydante en fonction de la
concentration de 1'extrait. L’acide ascorbique, qui a été utilisée comme standard, a montré une
inhibition de 50% a 0.070 mg/ml. Le potentiel antioxydant variait de 0.532 a 31.91 mg/ml, il
était comme le suit AR> AF > MF > MR > EER> EEF (figure 19).

40

35

g
*

(o}

¥

w

30 K-k
24,2

25

20
15

10

0,6824 0,6034 0,5326 0,5491 0,0736

MR MF AR AF EER EEF AC

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EEF : Extrait di éthyle éther de la partie aérienne ; EER :
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p <0.05, *** p < 0.001.

Figure 23 : Les valeurs ICsy en milligramme par millilitre, de différents extraits et standards

de Rubia tinctorum.
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Nous avons remarqué que la littérature est pauvre en termes d'études sur l'activité
antioxydante de la plante R. tinctorum et aucun rapport sur lI'activité DPPH n'a été trouve pour

les parties aériennes et les racines de cette plante. Cela, rend donc la comparaison difficile.

Nos résultats sont en d’accord avec I’étude de Kaczorova et al., (2021), qui ont
démontré que les extraits polaires (aqueux et éthanoliques) présentaient la plus faible valeur
de la IC50 comparés aux extrais de pétro éther et de chloroforme. Ils ont constaté que
I’activité antiradicalaire est due aux présences de I’acide rosmarinique dans les deux extraits.
Ceci confirme les résultats obtenus dans notre étude, montrant que I'acide rosmarinique est
présent uniqguement dans AR, AF et MR, et la concentration la plus élevée se trouve dans
I’extrait AF (27.9655 pg /mg). De méme, nos résultats sont conformes aux rapports antérieurs
sur les algues brunes et rouges, qui ont indiqué que I'activité la plus élevée (47.9 + 0.67 %) a
été observée dans l'extrait aqueux, tandis que les extraits hydrométhanoliques étaient de 38.6
+ 0.95 (LOpez et al., 2011). Une autre étude a été réalisée sur la plante D.hastata, elle a
démontré que I’extrait aqueux posséde le bon pouvoir antiradicalaire (IC50=4.9+0.3 pg/ml),
suivi par I’extrait méthanolique (62.1+ 2.6 mg /ml), I’extrait de pétroleum éther (68.6+ 3.5 mg
/ml), ’extrait de 1’acétone (216.8+8.6 mg /ml),et I’extrait de 1’éthyle acétate (250.3£10.2mg
/ml) (Erkan et al., 2011).

Cependant, nos résultats ne sont pas en accord avec ceux de (Rolim et al., 2018) qui
ont montré¢ qu’effet de piégeage des radicaux DPPH était plus important dans 1’extrait
hydrométhanolique (30.1+0.23%) de la plante Cucumismelo L. tandis que I'extrait aqueux a
enregistré (28.6+0.31%).

L'effet antioxydant pourrait étre attribuable a la teneur en substances phytochimiques.
Widyawati et al., (2014) ont rapporté que les flavonoides, la saponine, les tannins,
I'nydroquinone phénolique, les alcaloides et les glycosides cardiaques possédent un pouvoir
antioxydant.

Papay and Antal, (2014) ont testé I'activité de piégeage des radicaux de l'apigénine et
de ses glycosides. lls ont montré que I'aglycone (flavonoide sans sucre) avait I'activité la plus
élevée, ce qui peut étre attribué a l'absence de composants de sucre sur les C7-OH.
DeMenezes Epifanio et al., (2020) ont constaté qu’il existe deux relations structure-activité
principales qui jouent un réle dans l'activité de piégeage des radicaux des flavonoides : la
structure dihydroxyl en position ortho dans I'anneau B (qui forme une liaison H avec les
radicaux) et la double liaison C2-C3 en conjugaison (qui est responsable de I'élimination des

radicaux).
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En outre, Kaczorova et al., (2021), a indiqué que les extraits contenant des niveaux
significatifs d'acide caféique, salicylique, chlorogénique, p-coumarique, p-hydroxybenzoique
et rosmarinique possédent également une forte activité antioxydante contre le radical DPPH
stable.

D’autre part, selon le tableau (10), ’extrait AF représente la concentration la plus
élevée en composes phénoliques, par conséquent le pouvoir antioxydant était faible en le
comparant avec I’extrait AR. Ce fait peut étre attribué a lI'interaction (synergie ou
antagonisme) entre les composés phénoliques (lacopini et al., 2008) ou a la présence d’autres

composés qui ne sont pas quantifiés en raison de I'absence de standard.

La structure chimique a un impact sur l'activité de piégeage des radicaux, plus les
groupements hydroxyle sont nombreux, plus I'activité antioxydante est élevée. De méme, la
position des groupes hydroxyle et des groupes ortho-dihydroxy est une caractéristique
structurelle importante qui influence également I'activité antioxydante des composés

phénoliques.

Basant sur les résultats obtenus, la sélection des parties de la plante et l'utilisation d'un
solvant approprié pour I'extraction influencent grandement la capacité antioxydante.

V.5.2 Test du pouvoir réducteur (FRAP)
La technique FRAP est une méthode permettant de mesurer le pouvoir réducteur d’un

antioxydant qui réagit avec un complexe ferrique et produit les ferreux.

Les propriétés réductrices sont associées a la présence des composés donneurs d’hydrogéne
qui exercent leur action par la rupture de la chaine du radical libre. Cette réduction est rapide
avec tous les réducteurs ayant des potentiels de la demi-réaction de réduction supérieurs a

ceux du couple Fe®*/Fe ?*.

La figure (24) montre les changements de I’absorbance résultante de la réduction du
Fe ® en Fe  par les extraits de Rubia tinctorum et le standard acide ascorbique en fonction
de la concentration. L’extrait hydrométhanolique MF a montré un pouvoir réducteur plus
puissant que tous les autres extraits avec une ABS de 1.51, suivi de I’extrait AR (ABS =
0,363), I’extrait MR (ABS=0.312), I’extrait AF (ABS = 0,3006), puis I’extrait EEF (ABS =
0,14) et en dernier lieu ’extrait EER (ABS= 0,089). En outre, le standard (acide ascorbique)

avait une valeur FRAP beaucoup plus élevée (2.74) par rapport a tous les extraits utilisés.
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aérienne, AA : acide ascorbique, les valeurs représentent la moyenne + SD ; n=3.

Figure 24: Résultats de I’activité antioxydante FRAP des différents extraits de Rubia

tinctorum.

D’aprés ces résultats, on peut remarquer que les extraits solubles dans I’eau ont le
pouvoir réducteur le plus puissant que les extraits insolubles dans I’eau (EER et EEF). En
plus, le solvant hydrométhanolique était plus efficace pour extraire les antioxydants des
composés végétaux par rapport a 1’éthyle éther. 1l est évident, d'aprés les résultats obtenus,

que les valeurs FRAP dépendent fortement du type du solvant utilisé (figure 24).

La littérature a démontré que les solvants organiques polaires ont tendance a donner

une meilleure activité antioxydante que les solvants organiques apolaire et aqueux.

Des études antérieures d’ Essaidi et al., (2017) et Siva et al., (2011) sur I'extrait de racine de
R. tinctorum, démontrent la capacité de cette plante a réduire les ions ferriques. Ces résultats
sont cohérents avec notre étude. La présence de composés phénoliques et de flavonoides dans
les extraits de la racine et de la partie aérienne constitue une explication possible des résultats
obtenus. En effet, Afsar et al., (2016) ont rapporté que la quantité élevée de polyphénols dans
les extraits pourrait étre responsable de leur pouvoir reducteur ferrique. Parmi ces composes
phénoliques : le catéchine, I’acide 3,4-dihydroxycinnamic, I’acide ferulique et la quercetine
qgui ont montré une capacité distincte a réduire les ions Fe3+ a des concentrations
submicromolaires (Degraft-Johnson et al., 2007), ils sont caractérisés par la présence d’un
cycle de catéchol qui est considéré comme la seule structure positivement associee a la FRAP

dans le modele de régression multivarié impliquant tous les composés testés, ce qui suggere
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l'implication prédominante des groupes -OH du catéchol dans la réduction du Fe** (Degraft-
Johnson et al., 2007).

En outre, ’activité antioxydante la plus élevée de l'extrait MF peut étre due a
I'apparition de la troisiéme structure des protéines en raison de leur dénaturation partielle par
la chaleur. La présence des résidus d'acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) ou de
chaines latérales aromatiques (tryptophane, tyrosine, phénylalanine) est donc augmentée et
ceux-ci pourraient présenter des propriétés antioxydantes en raison de leur libération facile de
protons (Hanachi et al., 2019).

Plusieurs études ont rapporté que lactivité antioxydante des herbes est
significativement associée a leur contenu phytochimique, particuliérement celui des
flavonoides. Cependant, les résultats du test antioxydant n’ont pas montré une aptitude
cohérente avec la littérature concernant les flavonoides. En effet, malgré la présence des
flavonoides dans les différents extraits testés, nous n’avons pas pu démontrer une activité
antioxydante importante. Prenons 1’exemple de 1’extrait MR qui présente la plus grande
teneur en flavonoide mais son pouvoir réducteur reste faible. Tous ces résultats approuvent
que le fait que l'activité antioxydante d'un extrait phénolique ne dépend pas seulement de son
contenu phénolique total, mais aussi du profil des phénols, de la structure chimique et de la

nature du composé phénolique.

En outre, l'activité antioxydante d'une matiére végétale est déterminée par les
interactions entre les différents composés bios actifs, qui ont des mécanismes de réaction

distincts pour retarder ou inhiber la détérioration oxydative causée par les radicaux libres.

V.5.3 CUPRAC
Bien que la méthode antioxydante FRAP soit bien établie, la méthode CUPRAC est

une méthode relativement nouvelle développée par Apak et al., (2008). Ce test est basé sur la

capacité de réduction des ions cupriques en présence de cuivre (I1)-néo-cuproine.

La figure (25) montre les résultats de Il'activité antioxydante CUPRAC (exprimée en
umole Trolox/ml) des extraits de Rubia tinctorum en utilisant trois solvants différents. Les

analyses statistiques ont dévoilé une différence significative.
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Figure 25 : Résultats de ’activité antioxydante Cuprac des différents extraits de Rubia
tinctorum en mg de capacité antioxydante équivalente de trolox (TEAC)/100 ml sur la base du

poids fraiches.

L'activité antioxydante CUPRAC de I’ensemble des extrais de la plante R tinctorum a
présenté des valeurs en ordre décroissant : AF > MF > AR >MR > EEF > EER. Les extraits
de la partie aérienne étaient les plus actifs en les comparants avec les racines quel que soit le
solvant utilisé. D'apres la littérature, aucune étude n'a été réalisée sur le dosage du cuprac de
la plante Rubia tinctorum. Néanmoins, plusieurs analyses se sont intéressées a I'effet
antioxydant des différents éléments phytochimiques. Dans une étude réalisée par Masek et al.,
(2016), dans I’objectif de activité antioxydante cuprac de l'acide caféique et de l'acide p-
coumarique a été mesurée, il a été montré que l'acide caféique et I'acide p-coumarique ont un
potentiel de réduction des ions Cu (I). Celik et al., (2010) ont constaté que les dérivés de la
catéchine, I'épigallocatechingallate, et quercétine présentaient une capacité antioxydante
élevée, probablement en raison du nombre et de la position des groupes -OH sur la molécule
et de la structure o-dihydroxy (catéchol) dans I'anneau B qui confere une plus grande stabilité
a l'aryloxy. La double liaison 2,3, en conjugaison avec la fonction 4-oxo et la géométrie plane
qui en résulte, qui délocalise le radical dans toute la molécule, ce qui favorise le transfert
d’¢électrons. D‘autre part, la présence de groupes 3- et 5-OH, qui permet la formation de

structures quinoniques stables lors de I'oxydation des flavonoides (Celik et al., 2010).

En outre, Apak et al, (2008), ont indiqué que les capacités antioxydantes les plus

élevées dans la méthode cuprac étaient observees chez le gallate d'épicatéchine, la quercétine,
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la fisétine, I'épigallocatéchine, la catéchine, I'acide caféique, I'épicatéchine, I'acide gallique, la

rutine et I'acide chlorogénique.

Sur la base de ces précédentes recherches, nous constatons que l'effet antioxydant du
Rubia tinctorum est probablement lié & la catéchine, I'acide coumarique, l'acide caféique,

I'épicatéchine, I'acide gallique, la rutine et I'acide chlorogénique qu’elle contient.

V.5.4 Activité antioxydante totale (TAC)

Dans la présente étude, la méthode du phosphomolybdate a été adaptée pour évaluer
I'impact de la polarité du solvant sur la capacité antioxydante totale dans les deux parties
différentes du R. tinctorum. La méthode du phosphomolybdate est optée par un grand nombre
de chercheurs pour évaluer la capacité antioxydante, elle est considérée comme l'une des

méthodes les plus authentiques, utilisées pour le TAC (Chekroun-Bechlaghem et al., 2019).

Cette technique est basée sur la réduction de I'ion phosphomolybdate. En présence
d'antioxydants, le Mo (VI) est réduit a la forme Mo (V), formant ainsi un complexe de

phosphore vert et de molybdéne V a pH acide (Castro-Ldpez et al., 2017).

Le TAC des extraits a varié de maniére significative entre les différents solvants et les
différentes parties de plantes, ce qui indique que chaque solvant avec une polarité particuliére
peut isoler des composés spéecifiques qui ont une capacité antioxydante distincte.

Les résultats sont présentés dans la figure (26). L'extrait MR a montré la plus forte
réduction de l'activité Mo (VI) de maniere dose-dépendante (61,09 % ; p<0,01) avec un effet
marginal par rapport a l'acide ascorbique (95,35 %). Alors que le MF a montré un pouvoir
réducteur plus faible (10,23 %).

L'extrait EEF a montré une capacité antioxydante a toutes les concentrations testées.
Alors que I'extrait EER n’a débuté son pouvoir qu’a partir d’une concentration de 2,5mg/ml.
En ce qui concerne les deux extraits agqueux AR et AF, la capacité antioxydante a eu lieu a
une concentration de 5, de 10 et de 20 mg/ml, ils ont révélé une activité antioxydante
relativement élevée. Ces données indiquent qu'une augmentation de la concentration de

I’extrait contribue de maniére significative a I'augmentation de la capacité antioxydante totale.
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Figure 26 : Résultats de I’activité antioxydante totale des différents extraits de Rubia

tinctorum.

D'apreés les résultats, la capacité antioxydante la plus élevée a été enregistrée dans
I’extrait hydrométhanolique des racines alors que I’extrait hydrométhanolique de la partie
aérienne a marqué la capacité la plus faible. Donc, nous pouvons déduire qu’une bonne
réduction du phosphomolybdate dépend de la partie de la plante étudiée, du type du solvant et

de la concentration de 1 ‘extrait.

Dans la littérature, nous n’avons pas trouve d’étude dans laquelle la capacité
antioxydante totale des Rubia tinctorum a été évaluée par la méme méthode. Par conséquent,
nous avons effectué notre comparaison avec d’autres recherches étudiant ’impact de la
polarité des solvants sur I’activité antioxydante totale d’autres plantes. Nos résultats sont en
accord avec ceux de Laraib et al., (2021) qui montrent que I'absorbance de I'extrait polaire est
supérieure a celle des extraits non polaires et I'absorbance montrée par l'acide ascorbique est
beaucoup plus élevée que celle des échantillons a toutes les concentrations.

Nos résultats impliquent que R. tinctorum pourrait réduire Mo (V1) en Mo (V) gréace
aux phytoconstituants qui y sont présents, tels que les flavonoides et les polyphenoles
apparentes ((Khan et al., 2012); (Sharififar et al., 2009)). En outre, I'analyse phytochimique
quantitative a révélé qu'un contenu plus élevé de composes polyphénoliques a été trouvé dans
I'extrait MF. Cependant, la capacité antioxydante la plus élevée a été détectée pour le MR,
indigquant que l'activité antioxydante du TAC pourrait étre attribuée a un autre composé non
phénolique. Il est souligné par certains auteurs que le dosage du phosphomolybdéne est

géneralement lié a d'autres substances antioxydantes tel que les vitamines, les caroténoides,
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'a-tocophérol, la cystéine et les amines aromatiques pour leur capacité a donner de

I'nydrogeéne et des électrons (Afsar et al., 2016).

V.5.5 Relation entre les composés phénoliques et les activités antioxydantes
Nous avons essayé dans cette partie de déterminer une relation entre la présence de
composés phénoliques et l'activité antioxydante des extraits étudiés. Cette relation permet

d'établir une corrélation linéaire entre les deux.

La corrélation du contenu phénolique total, avec les activités DPPH, FRAP, TAC et
CUPRAC est montrée dans les Figures (27), (28), (29) et (30), respectivement. Le coefficient
de corrélation était plus éleve entre l'activité DPPH et la teneur en tannins, polyphénols et

flavonoides, (R 2= 0.6, 0.4 et 0.4, respectivement).

En revanche pour les activités TAC, FRAP, et CUPRAC, de faibles liens a la présence
des composés phénoliques ont été détectés. En effet la régression linéaire établie entre les
composés phénoliques (polyphénols, tannins, et flavonoides) et les activités AAO

correspondantes donne des corrélations (R?) extrémement faible situées entre 0.001 et 0.2.
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Figure 27: Relation entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante DPPH.
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Figure 28 : Relation entre les composés phénoliques et les activités antioxydante FRAP.
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Figure 29 : Relation entre les composés phénoliques et I’activité antioxydante totale.
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Figure 30 : Relation entre les composés phénoliques et ’activité antioxydante CUPRAC.

V.6 Activité anti hémolytique

Les cellules les plus abondantes du corps humain sont les érythrocytes, qui possedent
de nombreuses caractéristiques biologiques et morphologiques, et qui ont donc été largement
exploitées pour le transport des médicaments. Les acides gras polyinsaturés et les molécules
d'’hémoglobine sont des molécules de transport d'oxygene redox actives et de puissants agents
d'espéces d'oxygene activées. La mutilation oxydative des lipides et des protéines de la
membrane érythrocytaire peut étre responsable de I'hémolyse qui s'accompagne de plusieurs
facteurs : hémoglobinopathies, médicaments oxydants, exces de métaux de transition,
radiations diverses et déficiences de la coordination antioxydante de I'érythrocyte. L'ampleur
de I'némolyse s'est avérée beaucoup plus importante lorsque les globules rouges ont été

exposes a des substances toxiques comme le peroxyde d'hydrogéne (Afsar et al., 2016).

Cette expérience etait destinée a tester si R. tinctorum empéchait les dommages
oxydatifs de la membrane érythrocytaire contre les dommages causés par H,O..

L’H,0, n'est pas un radical libre, mais il est néanmoins trés important en raison de sa
capacité a pénétrer dans les tissus biologiques. Le mécanisme qui augmente la puissance
toxique de H,O; c’est la réaction de Haber-Weiss, qui génére des radicaux hydroxyle (-OH) a
partir de H,O, (peroxyde d'hydrogéne) et de superoxyde (-O2-), catalysés par les ions de fer
(Sabuncuoglu et Sohretoglu, 2012).

L'effet inhibiteur des extraits de R. tinctorum et de l'acide ascorbique contre H,0, est présenté

dans la figure (31).
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Figure 31 : Résultats de ’activité anti hémolytique des différents extraits de Rubia tinctorum.

Lorsque nous avons traité les globules rouges associées a I’'H,O, avec les extraits
hydrométhanoliques et I’acide ascorbique a des faibles concentrations de (0.031-0.125mg/ml),
nous avons remarqué une diminution du taux d’anti hémolytique. Cela peut étre d0 a
I’augmentation du pourcentage d'hémolyse qui a été provoqué par H,O, responsable la
mobilisation de Fe** par Ca** via la réduction de Fenton en stimulant la production des
radicaux OH. Tous ces facteurs combinés provoquent la déstabilisation de la membrane
cellulaire, ce qui est probablement I'événement clé de la lyse de la cellule (Chakraborty et
Shah, 2011). A une concentration de 0.25- 1 mg/ml, une augmentation de I’effet anti
hémolytique a été observée. Cela peut étre di a l'activité de piégeage des radicaux par les
composants bioactifs présents dans les extraits qui montrent un effet anti hémolytique
puissant.

En ce qui concerne les extraits AF, EEF et EER, un effet stable a été détecté, le
pourcentage anti hémolytique était de 22.40%, 13.45% et 5.40%, respectivement. Tandis que
I’extrait AR a présenté un effet dépendant de la concentration. D’autre part, nous constatons
que l'extrait MR a montreé le meilleur effet antihnémolytique (85.99%), suivie par MF (57.05%)
et AF (22.40%) tandis que I’extrait EER a montré le plus faible effet inhibiteur (5.40%). En
outre, la partie racine a montré un effet important pour tous les extraits en comparaison avec
la partie aérienne, a I'exception du solvant de I'éther ethylique, dont I'extrait EER a montré un
faible effet en comparaison avec I'extrait EEF.
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La peroxydation lipidique est considerée comme l'une des principales raisons des
dommages cellulaires. Les sites membranes erythrocytaires sont sensibles a la peroxydation
parce qu’elles sont riches en acides gras polyinsaturés. Elles contiennent de I'hémoglobine,
qui peut catalyser l'oxydation, car elles sont continuellement exposées a une forte
concentration d'oxygene. L'oxydation des érythrocytes sert de bon modele pour les dommages
oxydatifs des membranes biologiques. Il a été constaté que certains produits chimiques, ayant
la capacité de générer des radicaux, attaquent la membrane érythrocytaire, induisant les
oxydations en chaine des lipides et des protéines et provoquant finalement des dommages

membranaires conduisant a I'némolyse (Chakraborty et Shah, 2011).

Les résultats de la présente étude démontrent la présence des antioxydants qui ont un
effet anti hémolytique. Les composés bioactifs présents dans les extraits pourraient étre
responsables de I'inhibition de I'némolyse des globules rouges par H,0,.

En effet, plusieurs recherches antérieures ont montré que la présence de polyphénols et
de flavonoides dans les extraits bruts améliore la stabilité de la membrane des globules rouges

en inhibant ainsi I'némolyse (Chaudhuri et al., 2007).

Besbas et al., (2020) ont évalué I’effet anti hémolytique de trois extraits de différents
polarités de la plante Ononis mitissima L. L'activité anti hémolytique la plus forte a été
observée avec l'extrait hydroéthanolique, tandis que les extraits de 1’ethyl acétate et de butanol
ont montré des propriétés anti hémolytiques modérées avec des valeurs de pourcentage
d'inhibition de I'némolyse de 19 % et 38 %, respectivement a une concentration de 0,8
mg/ml. Ces résultats sont en accordance avec notre etude, dans laquelle les extraits polaires
ont montré ’effet le plus fort, tandis que les extraits apolaires ont manifeste I'effet le plus
faible.

Les différentes études antérieures ont établi la relation entre I'effet anti hémolytique
des extraits bruts et la présence des molécules ayant des activités antioxydantes du fait de leur
capacité a piéger les radicaux libres. Cet effet a été attribué a la capacité des extraits a
interagir avec la couche externe de la membrane lipidique, ou ils provoquent des changements
dans I'arrangement de I'emballage des tétes polaires des lipides. Cela rend la membrane plus
élastique et plus résistante aux changements de pression de I'environnement osmotique, par
conséquent, plus insensible aux dommages causés par le stress oxydatif (Balderrama-
Carmona et al., 2020).

Les flavonoides, les phénols et les alcaloides pourraient étre liés a la protection des

membranes cellulaires, car ils interrompent l'interaction des composants phospholipidiques et
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inhibent leur oxydation, les protégeant ainsi des dommages causés par les molécules

oxydantes (Salem et al., 2021).

L’effet anti hémolytique peut s'explique par l'activité antioxydante des anthocyanes,
qui pourrait empécher I'hémoglobine de s'oxyder en méthémoglobine (MetHb) et inhiber la
génération de radicaux libres. Il a également été déclaré que les extraits d'anthocyanes
exerceraient cet effet protecteur en fonction de leurs propriétés réductrices empéchant que la
membrane lipidique, I'némoglobine et le matériel enzymatique soient détruits ou inactivés par
oxydation (Mbula et al., 2018)

V.7 Activité antimicrobienne

La résistance aux antibiotiques est un probléme qui continue de menacer la santé
publique dans de nombreux pays et I’effet du traitement antibactérien actuel. La recherche
d'antimicrobiens a partir de sources naturelles a fait I'objet d'une grande attention, et des
efforts ont été déployés pour identifier les composés qui peuvent agir comme agents
antimicrobiens appropriés pour remplacer les agents synthétiques. De nombreuses études ont
été menées avec des extraits de diverses plantes, pour le dépistage de I'activité antibactérienne

ainsi que pour la découverte de nouveaux composés antimicrobiens.

Dans la présente étude, I'activité antibactérienne des extraits des parties aériennes et
des racines de Rubia tinctorum a été testée contre des bactéries Gram-négatives et Gram-
positives (Staphylococcus aureus ATCC 12386, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella entreritidis ATCC 13076, Shigella ATCC 12022 et
Bacillus cereus ATCC 6633). La susceptibilité de chaque extrait végétal a été testée par la

méthode de diffusion sur milieu gélose et la méthode de microdilution en série (MIC).

V.7.1 Méthode de diffusion sur milieu gélosé

Il est évident d'apres les résultats obtenus a travers la présente étude que la plante R
tinctorum fQt toxique contre toutes les bactéries sélectionnées a différentes concentrations et
aux différents extraits. Selon la figure (33), ’EER était le plus efficace comparé aux autres
extraits, suivis par I’extrait AR. En effet, I'extrait EER a inhibé toutes les bactéries Gram-
positives et Gram-negatives a I’exception d’E coli. Staphylococcus aureus était la bactérie la
plus sensible (15,5 mm a 500 mg/ml), Pseudomonas aeroginosa présentait la plus faible zone
d'inhibition (9mm a 500 mg). En outre, I'extrait AR a été efficace contre toutes les souches
sauf Salmonella. Les autres extraits (MF, EEF, AF et MR) n'étaient actifs que sur deux
souches avec des zones d’inhibition variant entre (0.5 et 1.6 cm). Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeroginosa, Bacillus cereus étaient les plus sensibles.
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L’extrait organique apolaire de la partie racinaire (EER) a fourni une activité
antimicrobienne plus puissante que les extraits aqueux et hydroalcooliques. Cette observation
indique clairement I'existence de résidus non polaires ayant des capacités bactéricides et
bactériostatiques plus importantes. Cowan, (1999) a mentionné que la plupart des composés
antibiotiques déja identifiés dans les plantes sont des molécules organiques saturées qui
peuvent facilement se solubiliser dans des solvants organiques. (Cristofoli et al., 2019)
affirment que le composant antimicrobien actif présent dans les extraits est plus facilement
extractible avec les solvants de faible polarite et la fraction lipidique est plus efficace car elle

présente des stérols.

C1 : concentration de 500mg/ml, C2 : concentration de 250mg/ml.

Figure 32 : Exemple des zones d’inhibition de 1’extrait di éthyle éther de la partie racine
contre Staphylococcus aureus (SA), E. coli (EC), et Bacillus (BC).

L’effet antimicrobien est peut-étre également dd a I'anthraquinone de R. tinctorum, qui
est considéree comme le principal composé antibactérien, il faut souligner qu’elle est peu
soluble dans l'eau et dans I’éthanol. Ainsi, cela implique qu’elle est responsable de I'effet
antibactérien de I’extrait EER (Rovc¢anin et al., 2015). Egalement, Olah et al., (2003) ont
rapporté que les flavonoides polyméthoxylés, les dérivés d'acide caféique, et I’acide
rosmarinique possedent une activité antimicrobienne contre un large spectre de bactéries et de
levures. Par conséquent, ces composants peuvent étre a l'origine de l'activité antimicrobienne

de la plante Rubia tinctorum.

En outre, nous pouvons remarquer que l'extrait EER contient des quantités plus
élevées de phénols comparé aux autres extraits ce qui est pourrait expliquer son effet
antibactérien le plus important.
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Figure 33 : I’effet antimicrobien des extraits de la plante Rubia tinctorum.
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SA : Staphylococcus aureus, EC : Escherichia coli, PA : Pseudomonas aeruginosa, SE : Salmonella entreritidis, SH: Shigella et BC :
Bacillus cereus, NA: Acide nalidixique ; VA : Vancomycine.

Figure 34 : les diameétres des zones d'inhibition des antibiotiques vis a vis les souches testés.

Kalyoncu et al., (2006) ont testé I’effet des feuilles et des racines de R tinctorum, en
utilisant le méthanol, éthanol, éthyle acétate et 1’ecau comme solvants, contre 1’Escherichia
coli ATCC 11230, Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 6538P et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Ils rapportent que les extraits
méthanoliques et éthanolique de la racine et de la partie aérienne avaient un effet inhibiteur
sur E. coli et Bacillus, alors qu'aucun effet sur Staphylococcus aureus n'a été observé.
L’extrait aqueux n’a aucun effet sur toutes les bactéries, tandis que I’extrait organique (éthyle

acetate) n’a montré d’effet bactéricide que sur Proteus.

Cependant, ces résultats ne sont pas en accord avec nos données, cette différence entre
notre recherche et les autres rapports sur l'activité antimicrobienne R. tinctorum peuvent étre
influencées par plusieurs facteurs. En effet, la composition chimique et [lactivité
antimicrobienne des extraits de plantes peuvent varier considérablement d'un pays a l'autre, et
I'activité antimicrobienne des extraits de plantes peuvent étre significativement affectées par
les techniques d'extraction réalisées, le type de solvant utilisé, les méthodes des tests
effectuées, les différentes souches de microorganismes testées, et l'origine géographique des

matériaux végétaux (Romulo et al., 2018).

Ghafari et al., (2018) ont également évalué l'effet antimicrobien de I’extrait hydro
méthanolique des racines de R tinctorum sur des bactéries a Gram-positif et des bactéries a
Gram-negatif. Les résultats indiquent que 1’extrait est efficace a des degrés variables contre
toutes les souches testées. Les souches a Gram-positif sont plus inhibées que les souches a
Gram-négatif. En outre, ils trouvent des halos d'inhibition de 17, 12.2, 10, 13.4 et 13 mm pour
les Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella, E. coli et Klebseilla,
respectivement. Ce résultat confirme notre etude indiquant que les bactéries a Gram-positives

sont plus sensibles aux extraits comparées aux bactéries a Gram-négatives. En revanche, ils ne
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concordent pas avec nos résultats en ce qui concerne leur effet inhibant sur les Pseudomonas
et E coli. Cette divergence pourrait étre liée a la nature des composés présents dans chaque
extrait (Essaidi et al., 2017).

Mehrabian et al., (2000) ont évalué I'activité antimicrobienne de I’extrait des racines
de R. tinctorum soumis a une macération pendant 24 h et ils ont conclu que I'extrait obtenu
par méthanol avait le plus grand pouvoir antimicrobien par rapport a l'extrait aqueux. D’autre
part, dans une étude comparative entre 1’extrait aqueux et éthanolique de la plante Rubia sur E

coli, Rov¢anin et al, (2015) a révélé que I'extrait aqueux donne un effet inhibiteur sur E coli.

Par ailleurs, I’ensemble de ce résultats, y compris les notres, ont montré que I'efficacité
des extraits contre les bactéries testées augmente en fonction de la concentration et change
avec le type du solvant utilisé ainsi que le type de microorganisme. Selon certains auteurs, le
type de phénols (Celis et al., 2011), la nature des extraits (Singh et al., 2013), et le type de

micro-organisme (Kannan et al., 2009), pourraient affecter I'activité antimicrobienne.

D'autre part, il a été constaté que les bactéries a Gram-négatif présentaient la plus
grande résistance aux agents antimicrobiens par rapport aux bactéries a Gram-positif. Ces
résultats sont en accord avec les conclusions de Boulekbache-Makhlouf et al., (2013) et
Trigui et al., (2013). Cette résistance pourrait étre liée a la richesse en liposaccharides de la
membrane externe, qui fait défaut aux bactéries a Gram-positif, constituant ainsi une barriere

contre les biomolécules (Ozkan et al., 2015).

L'activité antimicrobienne des composés phénoliques pourrait s'expliquer par la
modification de la perméabilité des membranes cellulaires, les changements de diverses
fonctions intracellulaires induits par la liaison hydrogene des composés phénoliques aux

enzymes ou, par la modification de la rigidité de la paroi cellulaire.

Il a été démontré que les acides phénoliques perturbent l'intégrité des membranes en
provoquant la fuite des constituants intracellulaires essentiels. Tandis que les flavonoides
peuvent retarder la croissance des micro-organismes en inhibant la synthese des acides
nucléiques, la fonction de la membrane cytoplasmique et le métabolisme énergétique. Ils se
lient aux protéines solubles situées a I'extérieur des cellules et aux parois cellulaires des

bactéries, favorisant ainsi la formation des complexes (Kaczorova et al., 2021).

D’autre part, les résultats illustrent que les différentes parties de plantes ont présenté
une activité antimicrobienne, mais avec des proportions variables. Ces différences peuvent
étre attribuées a I'accumulation de différents agents antimicrobiens dans les différentes parties

de R. tinctorum. Plusieurs rapports antérieurs ont montré que les changements dans la
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composition chimique d'un extrait affectent directement ses activités biologiques. Dans notre
étude, l'activité antimicrobienne des racines s’est avérée plus forte que celle de de la partie
aérienne.
V.7.2 CMI et CMB

L'efficacité des extraits sur les souches bactériennes testées a eté déterminée en
mesurant la concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI a été réalisée uniquement pour
les bactéries qui ont montré une zone d'inhibition et qui étaient sensibles aux extraits de
plantes dans les études antimicrobiennes précédentes par la méthode de diffusion en puits

d'agar.

Tableau 11 : Détermination de CMI et CMB des extraits de R. tinctorum

Les souches bactériennes

~ SA EC PA SE SH BC

Extrait

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
MF 250 500 / / / / / / 250 >500 / /
MR 125 500 / / / / / / / / 125 500
EER 625 250 / / 500 >500 250 500 250 500 125 250
EEF 250 500 / / 500 >500 / / / / / /
AR 125 500 500 >500 500 >500 / / 500 >500 500 >500
AF / / / / 250 >500 / / / / 500 >500

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EEF : Extrait di éthyle éther
de la partie aérienne ; EER : Extrait di éthyle éther de la partie racine; MR : Extrait hydrométhanolique de la
partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne, (/): Non déterminé. CMI : concentration
minimale inhibitrice ; CMB : concentration minimale bactericide. SA : Staphylococcus aureus, EC : Escherichia
coli, PA : Pseudomonas aeruginosa, SE : Salmonella entreritidis, SH: Shigella et BC : Bacillus cereus.

Parmi tous les extraits testés, I’extrait EER a montré une forte activité antimicrobienne
avec des CMI variant de 62.5-125 mg/ml sur cing souches microbiennes, I'extrait de MR a
démontré une activité antibactérienne contre les Staphylococcus aureus et Bacillus cereus
avec une CMI de 125 mg/ml, ’extrait MF a donné une CMI de 250 mg/ml contre deux
souches S. aureus et Shigella. En outre I’extrait AR a prouvé également une activité positive
sur cing bactéries, mais avec une CMI allant de 150 a 500 mg/ml, montrant une activité plus

faible que les autres extraits.

100



Résultats et discussion

Nos résultats ne sont pas en accord avec 1’é¢tude de Ghafari et al., (2018), qui rapporte
des CMI de 0.312 a 0.156 mg/ml pour des extraits méthanoliques des racines de R tinctorum
contre S. aureus, B. subtilis, E. coli, et P. aeruginosa. Comparées a nos résultats, ces valeurs
sont inférieures a nos données. Selon Zambrano et al., (2019), la CMI varie en fonction de la
variété de la plante, de la méthode d'extraction, de la fraction résiduelle et du microorganisme
utilisé.

L'activité antimicrobienne des extraits de plantes est généralement classée sur la base

de tests de sensibilité qui produisent des valeurs de CMI comprises entre 500 et 1500 pg/ml
(Maregesi et al., 2008).

La classification est considérée comme :
e Forte inhibition : CMI inférieure a 500 pg/ml
e Inhibition modérée : CMI varie de 600 a 1 500 pg/ml
e Faible inhibition : CMI supérieure a 1 600 pg/ml.

Ainsi, sur la base de ces données, nous constatons que les extraits du R tinctorum reflétent une

tres faible inhibition de la croissance bactérienne.

D’aprés les résultats obtenus (Tableau 11), nous remarquons que la majorité des
échantillons n'avaient pas de CMB contre les agents pathogénes dans la gamme de
concentrations étudiée. Lorsque la CMB a été déterminée, elle était moins double ou mois
triple de la CMI retrouvée pour I'échantillon correspondant. Il est intéressant de noter que,
malgré la haute sensibilitt montrée lors des essais CMI, les souches de Bacillus et
Staphylococcus n’ont pas été tuées par des concentrations d’extraits inférieures a 500 mg/ml a

I’exception pour EER.

En générale, la plante R. tinctorum a des propriétés antibactériennes modeérées, probablement

dues a la présence de certains composes phénoliques.

V.8 Toxicité

Malgré [l'utilisation répandue des plantes meédicinales dans les pays en voie de
développement, il existe tres peu de données scientifiques concernant leur toxicité et leurs
effets sur la santé. Pour prévoir le risque de toxicité, des études systématiques sont nécessaires
afin de fournir des informations scientifiques permettant de déterminer les doses inoffensives
pour I'nomme (EI Kabbaoui et al., 2017).

Dans cette étude, la toxicité aigué des extraits aqueux et organiques a été étudiée en

utilisant une dose unique de 2000 mg/kg/poids corporel sur 48 rats. Des tests de la fonction
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hépatique (TGP et TGO) et de la fonction rénale (UREE et creatinine) ont été réalisés, des
analyses biochimiques (glucose, triglycérides, et cholestérol global) et hématologiques ont été

effectuées.

Tableau 12: Les signes cliniques de toxicité orale aigué des extraits de Rubia tinctorum chez

les rats Wistar exposés a une dose de 2000 mg/kg.

Observation T1 ER EF MF MR EER EEF T2
Température NR NR NR NR NR NR NR NR
Prise alimentaire NR NR NR NR NR diminué NR NR
Taux de respiration NR NR NR NR NR NR NR NR
Changement de la Peau NO NO NO NO NO NO NO NO
Couleur des yeux NR NR NR NR NR NR NR NR
Diarrhée NO NO NO NO NO NO NO NO

Changement physique NO NO NO NO NO fatigue fatigue NO

Coma NO NO NO NO NO NO NO NO
Sommeil NO NO NO NO NO P P NO
Déces NO NO NO NO NO NO NO NO

T1: Témoin 1, T2: Témoin 2: AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie
aérienne ; EEF : Extrait di éthyle éther de la partie aérienne ; EER : Extrait di éthyle éther de la partie racine ;
MR : Extrait hydrométhanolique de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne. NR :
normale ; NO : Absence.

La mortalité est un signe évident de toxicité, mais d'autres variables peuvent indiquer
des effets indésirables plus subtils, tels que la perte de poids pendant le test. Le nombre de
mortalité ou de morbidité a été déterminé apres 14 jours. Outre la morbidité, des changements
comportementaux tels que la respiration, la température, les convulsions, la diarrhée, les

tremblements et les démangeaisons ont été notés pendant la période du test.
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V.8.1 Suivi du comportement des rats
Selon le tableau (12), I'administration d'une dose unique des extrait MR, MF, AR, et
AF n'a provoqué aucun signe de toxicité (morbidité ou mortalité) chez tous les rats. De méme,

aucun changement comportemental n'a été observé.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Marhoume et al. (2019) qui ont trouvé que
l'extrait butanolique de la partie racine (0.5, 1, 2, 3.5, 5 g/kg) n’avait aucun effet toxique sur
les rats traités. En outre, ils concordent avec I'étude de Karim et al., (2010), rapportant que la
dose tolérée de I'extrait aqueux des racines de Rubia tinctorum allait jusqu'a 10 g/kg de poids
corporel chez les souris albinos et aucune mortalité ni aucun symptéme toxique n'ont été

observés.

En revanche, nos résultats n‘ont montré aucun changement significatif apres 15 jours,
des poids des organes des rats traités et non traités (foie, des reins, du ceeur et du pancréas),
(figure 35). Pareillement aucune altération morphologique ni changement de texture ou de

couleur n’ont été révélés.

Cependant, les rats traités avec EER et EEF manifestent des signes d’une respiration
lente et difficile, I’isolement et 1’anorexie par rapport aux témoins. Leurs mouvements et leurs
appétits diminuent, ils commencent a souffrir des convulsions durant les premiéres deux

heures. Tous ces signes ont disparu aprées les 48 heures.

Les signes cliniques observés peuvent étre dii probablement aux alcaloides. Selon les
résultats illustrés dans le tableau (08), la quantité des alcaloides est importante. Basé sur la
littérature (Benbott et al., 2013), les alcaloides sont responsables de la paralysie du systeme
nerveux qui provoque la mort par arrét respiratoire chez les vertébrés, qui traduit un blocage
du GABA cérébral (acide gamma amino butyrique) et donc leur médiation inhibitrice,
produisant ainsi un effet stimulant qui est responsable de I'augmentation du tonus musculaire
et d'un maximum de convulsions et d'excitabilité neuronale. De plus, les alcaloides exercent
une action inhibitrice sur le systeme dopaminergique central, induisant une sédation et des
troubles du sommeil paradoxal. Ceci explique la diminution de la mobilité et I'augmentation

des symptdmes de fatigue chez les rats.
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V.8.2 Suivi du poids corporel

Dans la présente étude, le traitement par les extraits AR, AF, MR, et MF n'a pas
montré de perte de poids. Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux au cours
de I’expérience a démontré qu’il y a une augmentation modérément significative en fonction
du temps (Figure 34). Nous pouvons affirmer que les extraits n'ont pas interféré avec le

métabolisme normal des animaux.
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T1: Témoin 1, T2 : Témoin 2 ; AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EEF : Extrait di éthyle
éther de la partie aérienne ; EER : Extrait di éthyle éther de la partie racine ; MR : Extrait hydrométhanolique de la partie racine ; MF :
Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne.

Figure 35 : Evolution pondérale des rats dans les conditions de la toxicité aigie.

Cependant, le poids des animaux traités par les extrais EER et EEF a diminué tout au
long des dix premiers jours comparativement au témoin (T2) (Figure 34). Puis, durant les cing

derniers jours, le poids a repris, mais toujours moins que le poids initial.

Les altérations du poids corporel sont des indices des effets indésirables des
médicaments et des produits chimiques. La perte du poids peut étre expliquée par une
réduction de la consommation des aliments (la perte d'appetit) qui est la conséquence de la
perturbation du métabolisme des glucides, des protéines, ou des graisses. Elle peut étre di
également a la diminution de la nourriture absorbée a cause des tanins et d'autres substances
phénoliques qui interférent avec I'absorption des nutriments et les rendant indisponibles tout

en réduisant la prise alimentaire et les interactions dose /absorption.

En outre, cette perte de poids peut étre di au certain composés phytochimiques tel que
les anthraquinones qui sont responsables des effets toxiques, (l'ataxie et la faiblesse
musculaire) (Silva et al., 2011). Silva et al., (2011) ont mentionné que 1’effet toxique de
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certaines plantes était da a la présence de dianthrone, un composé dérivé de I'antharquinone. Il

est possible gque cette anthraquinone soit présente dans les deux extrais EER et EEF.

Le stress expérimental di au gavage ou de la manipulation, peut aussi constituer un

facteur provoquant la perte du poids (Deyno et al., 2020).

La présence des alcaloides pourrait aussi étre incriminée dans la perte du poids. En
effet, une étude antérieure sur la toxicité de la fraction d’alcaloide de H. umbellata, a montré
que les alcaloides provoquaient une perte du poids significative chez les rats traités (Adeneye
et Crooks, 2015).

Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour déterminer laquelle des

anthraquinones ou lequel des produit sont responsables de cet effet.

D’autre part, la réduction de Il'activité des rats et de la réaction au bruit peut étre due a
un effet dépresseur et sédatif sur le systeme nerveux central. Des études phytochimiques de
I'écorce de la tige de S. barteri ont révélé la présence des saponines. Ces derniers provoquait
I'anorexie et la perte du poids chez les animaux (Atsafack et al., 2015). Leur présence dans
notre plante pourrait justifier la diminution de la consommation alimentaire et de la perte du

poids observée lors de I'étude de toxicité aigué chez les rats.

V.8.3 Suivi du poids des organes

Le poids des organes est un indicateur important de I'état physiologique et
pathologique chez les étres humains. Le poids relatif d'un organe est fondamental pour
diagnostiquer si 1'organe a été exposé ou non a la blessure. Le cceur, le foie, les reins, la rate
et les poumons sont les principaux organes affectés par la réaction métabolique causée par

I'exposition a des substances chimiques (Rajeh et al., 2012).

Les résultats de cette étude n'ont montré aucune différence significative entre le poids
relatif des organes des rats traités et celui des rats témoins, ce qui signifie qu'aucun des
organes n'a montré de signes de toxicité ou n'a été affecté négativement pendant I'étude
(Figure 34).
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Figure 36 : Poids des organes des rats traités et ttmoins dans les conditions de la toxicité

aigie.
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Cependant, pour les animaux traités par les extraits AF, MR, MF, EEF et EER, des
élévations significatives des valeurs du poids des reins, de la ratte, du poumon et du foie, sont

observées.

Rappelons que le foie joue un role crucial dans le métabolisme et I'excrétion des
produits chimiques, il est considéré comme 1’organe le plus sensible a la toxicité. Et puisque,
les extraits sont métabolisés dans le foie, l'augmentation de son poids pourrait étre une
réaction afin de répondre a la demande accrue de son métabolisme (Aouachria et al., 2017).
D'autre part, la néphrotoxicité pourrait étre impliquée dans l'augmentation du poids des reins,

absolue ou relative.

A son tour, le poids de la rate peut augmenter a cause de la stimulation accrue des
lymphocytes requise par le systéeme de défense de I'organisme contre les composés chimiques
administrée par voie orale (Reynoso-Camacho et al., 2003).

Toutefois, nous pouvons dire que les changements du poids chez les rats traités par
AF, et MR ne sont pas forcément liés a la toxicité, car ils n‘ont pas été confirmés par les

résultats des analyses biochimiques (tableau 13) et hématologiques (tableau 14).
V.8.4 Analyse des paramétres hématologiques

Le systeme hématopoiétique est I'une des cibles les plus sensibles aux composés

toxiques, c’est un indice important de I'état physiologique et pathologique (Liju et al., 2013).

Les données hématologiques et biochimiques jouent un réle important dans la
détermination de la toxicité induite par les médicaments. Le sang est le principal moyen de
transport de nombreux médicaments et xénobiotiques dans l'organisme et pour cette raison,
les composants du sang sont exposés a des concentrations importantes de composeés toxiques.
Les dommages et la destruction des cellules sanguines sont préjudiciables au fonctionnement

normal de I'organisme, tant chez I'hnomme que chez I'animal (Romulo et al., 2018).

L'effet des différents extraits (MR, AR, AF, EER, EEF et MF) de Rubia tinctorum sur

les paramétres hématologiques est résumé dans le tableau (13).

Tous les parametres hématologiques testés y compris I'némoglobine, les globules
rouges, les globules blancs, les lymphocytes, I'nématocrite, les MCV, les TCMH, les CCMH,

le volume et la numération plaquettaire étaient évalues.

Nous avons observé une diminution des globules blancs (GB) et des lymphocytes chez
les rats exposés aux extraits AR et MF (p<0,05), et une diminution des plaquettes (PLT) chez

les rats exposés aux extraits MF et AF par rapport au groupe témoin (1).
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Dans les groupes traités avec des extraits d'éther di éthylique, une diminution
significative des globules rouges (GR), des plaquettes (PLT), du MCV et de I'hémoglobine

(HB), (p<0,01) a été notée en comparaison avec le groupe témoin (2).

La diminution des taux de PLT suggére que les extraits peuvent provoquer une
thrombocytopénie, et produisent des perturbations de la cascade de coagulation. Ces

perturbations sont fréquemment associées a une toxicité hépatique aigué (lbrahim et al., 2016)

En outre, les diminutions significatives des lymphocytes (LYM) dans les groupes sont
probablement dues a la suppression de la fonction immunitaire. Alors que la diminution
significative du parametre GR indique que I'extrait végétal a affecté négativement le systéeme
érythropoiétique, celle des parametres MCV et CCMH pourrait suggérer une augmentation
de la taille moyenne des GR et une diminution du poids de I'némoglobine (Kharchoufa et
al.,2020).

Ces résultats confirment 1’effet toxique des extraits di éthyle éthérique des parties racinaires et

des parties aériennes.
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Tableau 13: Effets des extraits de Rubia tinctorum sur les paramétres hématologiques chez les rats pendant 14 jours d'étude de toxicité aigué par voie

orale.
Parametres T1 AR AF MR MF EEF EER T2
GB (10"3/pl) 12.24+1.30 9.43+1.09 12.29+381  12.630.89 7.93+3.77* 8.89+3.38* 6.3243.2* 11.28+1.33
LYM (1073/ul)  7.96+0.47 6.34+1.62* 8.06+2.93 8.44+0.16 5.69+3.33** 6.3242.25* 7.43+1.3 7.8520.11
GR(1076/ul) 9.263+0.30 8.26+0.68 8.10+0.08 8.84+0.25 8.73+0.93* 7.30+1.54 8.42+0.02 8.57+0.30
HB (g/dI) 17.06+1.19 16.161.15 15.33#35"  15.76x0.66* 15.25+1.62* 13.843.25**  14.6+1.05** 16.88+1.08
CCMH(g/dl) 33.9+0.78 33.9+0.78 34.26£0.23  33.35x0.65 34.75+0.07 34.16+0.68 36.23+2.20* 33.56+0.06
PLT(10"3/ul) 625.33+10.87 652437 539+46.87*  684.66x14.5 56.85+0.35*** 67.03+3.0***  44.06+32.66*** 633.54+13.3
TCMH 18.43+0.83 19.5+0.26 18.93+0.49  18.53x0.51 19.8+0.28 18.76+0.70 19.96+1.77 18.85+0.44
MCV (HT) 54.33+3.05 56.33+0.57 44.79+0.76*  47.08+2.45* 43.92+4.68* 40.08+9.8* 45.70+0.20* 51.25+2.3

T1: Temoinl; T2: temoin 2 ; AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EEF : Extrait di éthyle éther de la partie aérienne ; MR : Extrait
hydrométhanolique de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne. GR : globule rouge ; LYM : lymphocyte ; GB : globule blanc ; HB : hémoglobine ;
CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ; PLT : plaque ; MCV : volume globulaire moyen ; TCMH : La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine. Les
données ont été analysées par anova a sens unique, les valeurs représentent la moyenne +SD ; n=3. * p < 0.05, ** p < 0.01, p***<0.001.
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V.8.5 Analyses des parametres biochimiques

En ce qui concerne les niveaux des paramétres biochimiques, les résultats sont
présentés dans le tableau (14). Par rapport aux témoins, aucune modification significative
(p>0,05) des taux de créatinine (Crea), de glutamate-pyruvate transaminase (TGP), de
triglycerides (TRIGLYC) et de cholestérol n'a été observée chez les rats traités par les extrais
AR, AF, MR et MF. De plus, une diminution significative de l'urée et du cholestérol a été
détectée.

Cependant, chez les rats ayant recu I'EER, des élévations des taux de la créatinine, du
cholestérol, des triglycérides et de la glycémie ont été observées avec les valeurs suivantes :
26.02+6.71, 2.05+£1.04, 1.62+0.94, 1.53%0.09, respectivement. Le TGP et le TGO ont
largement dépassé les normes. Il est intéressant aussi, de noter qu'une augmentation

significative du niveau de créatinine a été observée chez le groupe traité avec I’extrait EEF.

La créatinine est un marqueur de la toxicité rénale, son taux augmente dans le sérum

lorsque le cortex et/ou le glomérule sont endommagés (Atsafack et al., 2015).

Les niveaux des enzymes sériques (TGP et TGO) sont largement utilisés comme

marqueurs sensibles pour évaluer 1’effet toxique sur le foie (Mukinda et Syce, 2007).

Le foie est un organe vital qui joue un role essentiel dans la biotransformation des
médicaments, sa fonction normale est évaluée par divers biomarqueurs enzymatiques sériques
(El Kabbaoui et al., 2017). L'augmentation des taux du TGP et TGO dans le sérum reflete

I'nypertrophie et les lésions des tissus hépatiques (Costa-Silva et al., 2008).

Le taux du TGO, en plus d'étre un indicateur du dysfonctionnement hépatique, est
également utilisé pour évaluer les maladies musculaires et cardiaques (Adeyemi et al. 2008).
Le TGP est présent principalement dans les cellules qui tapissent le biliaire du foie, il est
utilisé dans le diagnostic des pathologies du canal biliaire (Ramaiah, 2011). Par conséquent,
l'augmentation de l'activité du TGO et du TGP dans le sérum des rats traités avec I'extrait
d'EER, indique que ce dernier est le responsable de la catastrophe structurelle et fonctionnelle

du systeme hépatique causée chez les rats.

En ce qui concerne les extraits MR, MF, AR, AF, et EEF, nous remarquons que les
valeurs des TGP et TGO sont dans les normes, ce qui suggére I'absence d'effet hépatotoxique

apparent chez les rats.
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Tableau 14: Effets des extraits de Rubia tinctorum sur les paramétres biochimiques chez les rats pendant 14 jours d'étude de toxicité aigué par voie

orale.

Parametres T1 AF AR MR MF EER EEF T2
UREE 0.5620.01 0.5+0.02 0.38+0.03" 0.34+0.032" 0.50.055 0.47+0.052 0.53+0.1 0.51+0.021
Crea 4,76+ 0,3 4,50.72 6,02 + 6,71 7.57+0.69 6.95+3.18 26.02+6.71"" 14.43x2.117" 4.9620.2
TGO 66.69+20.81  58.49+13.10 54.58+13.65 59.12+14.38 42.81+2.39™ / 40.82+28.62"" 65.96+10.2
TGP 32.3%3.39 34.53+22.37" 32.246.89 34.86%9.49 25.45+6.85 / 21.5+10.57 32.8745.4
Cholesterol 0.66+0.05 0.7+0.030 0.48+0.10 0.33+0.056 0.42+0.083 2.05+1.047 0.44+0.09 0.71+0.014
triglyciride 0.4+0.06 0.41+0.04 0.42+0.14 0.33+0.19 0.28+0.01" 1.62+0.94™ 0.22+0.04 0.42+0.04
Glycémie  1.4+05 2.6421.2 1.19+0.08 1.10.04 1.2+0.01 1.53+0.09" 1.33+0.02" 1.68+0.4

T1:témoin 1; T2: témoin 2 ; AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; EEF : Extrait d’ethyle éther de la partie aérienne ; MR : Extrait
hydrométhanolique de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne. Les données ont été analysées par anova a sens unique, les valeurs représentent la
moyenne £SD ; n=3. * p < 0.05, ** p <0.01
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V.9 Anémie

L'effet de l'administration aigué des extraits de la plante Rubia tinctorum sur les
parametres hématologiques est présenté dans les tableaux 15, 16 et 17. Les parameétres
hématologiques ont été mesurés avant 1’induction de 1’anémie (JO), apres I’induction de
geme

I'anémie induite par la phénylhydrazine (J2) et le 1 jour.

Comme indiqué dans le tableau 16, le traitement avec la phénylhydrazine a diminué les
niveaux des RBC, HB, HT, MCH, MCV et a augmenté le niveau du MCHC par rapport au

groupe témoin.

Cependant, I'administration du fer et d'extrait aqueux de la racine a significativement
augmenté les niveaux des GR, HT, HB, MCH, et PCV, (p <0,01) (Tableau 17). En effet, le
traitement par le fer a présenté une forte amélioration des taux des GR (de 4,66+0,04 10%/ul a
6,96 + 1,25 103/],t1). De méme, l'extrait AR et MR ont amélioré les niveaux des GR d'une
maniére dose /dépendante, de 9.82, 71.67, 56.59 et 62.56% pour AR c1, AR c2, MR ¢; et MR
c2, respectivement. De plus, une augmentation de I'hémoglobine (HB) et de I'hnématocrite (Ht)
dans les groupes traités (AR c1 et AR c2, MRc1 et MRc2) a été notée par rapport au groupe des

rats anémiques (control -).

Nos résultats ont révélé que le MCHC a augmenté considérablement dans tous les
groupes apres le traitement avec la phénylhydrazine. Cependant, I'extrait aqueux, le fer et
I’extrait MR, ont entrainé une diminution du niveau du MCHC de 40+ 0.21, 52.88 +3.45,
37.35+ 3.04, 36.27+0.84g /dl a 30,55+2,89, 31,3+0,92, 32,86+0,65 g/dl, 34.7 g/dl dans les
groupes FER, AR ¢ et AR 2, MR ¢, respectivement.
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Tableau 15: Les valeurs des parametres hématologiques avant I’induction de I’anémie.

Parametres Témoin + Control - Fer AFC1 AF C2 MFC1 MFC2 MRC1 MRC2 ARCl1 ARC2
GR (1076/ul) 8.26 07 08.76 07.07 07.92 08.91 7.55 9.39 7.61 8.23 7.84
+0.3 +0.03 +0.25 +0.60 +1.025 +0.05 +0.97 +1.23 +1.42 +0.078 +0.03"
HB (g/dl™)  17.6 15.7 17.9 15.7 16.5 16.2 15.6 17.4 14.95 16.3 16.3
+1.19 +0.43 +0.31 +0.8 +1.27 +0.42 +0.14 +1.34 +1.62 +0.11° +0.06~
HT (%) 45.83 43.28 50.96 41.98 45.47 45.85 40.85 49.06 42.18 47.99 46.38
+2.30 +0.22 +0.14 +2.85 +4.70 +1.27 +1.11 +1.09 +6.68 +0.35 +0.03
MCHC (g.dI™) 34.3 33.8 35.2 37.44 36.45 35.4 38.15 35.5 35.55 338 35.1
+0.72 +0.02 +0.32" +1.43 +0.91 +0.14 +1.34 +1.67 +1.62 +0.27" +223"
MCH (fl) 17.7 19.5 35.2 22.23 20.86 18.2 20.8 18.6 19.75 33.8 35.1
+0.64 +0.02 +0.32"" +81 +1.18 +0.28 +2.82 +1.37 +1.48 +0.27" +2.23"7
PCV (%) 40.59 43.28 50.96 59.33 57 51.5 54.5 52 55.5 47.99 46.38
+0.12 +0.03 +0.717 2307 +1.417 +0.707 +4.94” +1.59" +2.127 +0.001" +0.04”

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF :

Extrait aqueux de la partie aérienne ; MR : Extrait hydrométhanolique de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie
aérienne, C1: concentration de 200 mg/ml; C2:
Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ; PLT : plaque ; MCV : volume globulaire moyen ; TCMH : La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine. Les données
ont été analysées par anova a sens unique, les valeurs représentent la moyenne+SD ; n=3. * p < 0.05, ** p < 0.01
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Nos résultats sont similaires a ceux de Pandey et al., (2016) qui ont rapporté une
réduction significative des paramétres hématologiques chez les rats injectés de la
phénylhydrazine par rapport & un groupe témoin, ce reésultat est lié & sa toxicité. En effet,
I'administration de phénylhydrazine dans le sang provoque un stress oxydatif dans les
érythrocytes, une perturbation et une fragilisation de la membrane ainsi qu'une hémolyse qui
déclenche des événements tels que le vieillissement prématuré des érythrocytes, entrainant un
manque d'hémoglobine et d'érythrocytes circulants (Ogbe et al., 2010, Marhoume et al.,
2019).

La phénylhydrazine provoque I'oxydation de l'oxyhémoglobine et entraine la
formation de méthémoglobine, puis se transforme en hémichromes irréversibles, ce qui
entraine la précipitation de I'némoglobine dans la formation du corps de Heinz. En outre, la
phénylhydrazine provoque une déficience des protéines du squelette, une peroxydation des
lipides, une déplétion et un épuisement de I'ATP, un déséquilibre des cations et une
diminution de la déformabilité des membranes (Shwetha et al., 2019). Ce qui explique la

baisse du contenu en globules rouges, des HB, et PCV.

Concernant la MCHC, son taux élevé est di a une concentration d'hémoglobine

supérieure a la normale en raison de la dégradation des globules rouges.

Comme indiqué dans le tableau (17), I'anémie a été rétablie par I'administration orale
quotidienne des extraits AR et MR de Rubia tinctorum (200, 400 mg /kg/poids corporel) et de
fer pendant 15 jours. A notre connaissance, il s'agit de la premiére étude révélant l'activité

anti-anémique de la plante Rubia tinctorum.

Plusieurs explications sont possibles a ce résultat. La premiére, est qu'elle pourrait étre
due a la composition des extraits en composés phytochimiques. Comme indiqué dans les
tableaux (8 et 9), la plupart des composés détectés et identifiés ont été précédemment
rapportés dans la littérature pour leur bioactivité antioxydante et/ou anti-inflammatoire. Ogbe
et al, (2010) et Asgary et al., (2005) ont signalé que les métabolites secondaires, a savoir : les
flavonoides et les alcaloides, réparent les dommages causés aux globules rouges par les
radicaux libres ou les espéces d'oxygene hautement réactives et, les protegent du stress
oxydatif. Par conséquent, les alcaloides et les flavonoides présents dans I'extrait testé dans

notre étude, peuvent agir comme des antioxydants, afin de protéger les globules rouges.
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Tableau 16 : les valeurs des paramétres hématologiques aprés 1’induction de I’anémie par phénylhydrazine

Paramétres Temoin + Control - Fer AFC1 AF C2 MFC1 MFC2 MRC1 MRC2 ARC1 ARC2
GR (1076/ul) 8.32 4.25 4.66 4.39 5.64 3.98 4.65 3.85 4.43 4.72 4.63
+0.51 +0.035"  £0.04" 018" #0697 +0.04™" 03777 0377 +0.62"" +0.21"7" +0.02""
HB (g/dl™)  17.78 11.35 111 9.43 9.25 11.2 10.86 9 10.75 12.05 12.85
+0.26 +0.35" +0.21"7" +1.67 +0.917" +0.42" 07777 £1.09™ +1.48™" +0.15"" +0.07""
HT (%) 45.88 35.98 38.01 26.13 32.16 45.8 30.03 24.62 29.76 36.58 38.12
+0.33 226 +0.33"7 +1.487" #3707 +1.27 2467 2387 +4.62° +0.35 +0.02"
MCHC (g.dI™) 33.9 39.85 40 35.9 38.1 35.4 36.2 36.6 36.2 52.8 37.35
+0.47 +0.49” 0217 +4.107 #1557 +0.14" 036~  +1.02" +0.84" +3.457 +3.047
MCH (f) 1881 17.8 18.6 21.4 21.75 18.2 23.36 23.4 24.25 17.4 18.15
+0.51 +1.41" +0.49" £2777  £1.06" +0.28 035  #1.437 +0.21" +0.3" +0.07
PCV (%) 41.33 33.48 39.25 59.66 577" 51.5 63.66 64 66 32.03 42.62
+2.4 +5.79"" +2.16" +2.06 +0.70" +1.157 +1.24 +1.41 +5.86 +3.55

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; MR : Extrait hydrométhanolique de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie
aérienne, C1: concentration de 200 mg/ml; C2: concentration 400 mg/ml. GR : globule rouge; LYM : lymphocyte ; GB : globule blanc; HB : hémoglobine ; CCMH :
Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ; PLT : plaque ; MCV : volume globulaire moyen ; TCMH : La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine. Les données
ont été analysées par anova a sens unique, les valeurs représentent la moyenne £SD ; n=3. * p < 0.05, ** p < 0.01
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Tableau 17: les valeurs des parametres hématologiques apres le traitement de I’anémie

Parameétres Temoin + Control - Fer AF C1 AFC2 MFC1 MFC2 MRC1 MRC2 ARC1 ARC2
GR (1076/ul) 8.66 6.07 6.96 4.41 5.59 6.02 6.11 6.32 7.07 6.76 6.46
+0.03 +0.30" +1.25" 095" 0167  x2.447 +0.59"™ +0.78" +0.36° +0.35" 0177
HB (g/dl™)  17.89 11.95 13.25 9.7 9.75 11.05 11.75 14.6 16.3 12.66 12.9
+0.41 +0.21"" +0.77" 1417 0217 20777 +0.4"" +0.87" +0.84" +0.69" +0.52""
HT (%) 46.02 35.28 39.6 25.10 33.66 25.95 33.32 40.32 47.04 32.09 38.13
+1.45 +0.86 +1.27 #5197 01477 6347 2477 +0.02” +3.69 +1.88" 1707
MCHC (g.dI™) 33.97 322 30.55 38.75 37.8 33.65 35.86 36.1 34.7 31.3 32.86
+0.85 +0.28"" +2.897 #2477 +0.84" +3.04 +1.45" +0.88" +0.98 +0.92"” +0.65"
MCH (fl)  18.98 19.15 18.35 22.15 22.7 19.85 22.76 23 23.1 18.43 20.63
+0.10 +0.07" +1.90" £1.62***  £0.28""  #516 +0.75"" +0.22"" 0 +0.61 +2.08"
PCV (%) 41.56 33.28 42.6 57 60.5 58.5 64.66 65.12 67.5 34.09 43.13
+0.78 +0.86 +1.27 £21277  +10.607 +1.52"" +3.22"" 2127 230" +1.70

AR : Extrait aqueux de la partie racine ; AF : Extrait aqueux de la partie aérienne ; MR : Extrait hydrométhanolique de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie
aérienne, C1: concentration de 200 mg/ml; C2: concentration 400 mg/ml. GR : globule rouge; LYM : lymphocyte ; GB : globule blanc; HB : hémoglobine ; CCMH :
Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ; PLT : plaque ; MCV : volume globulaire moyen ; TCMH : La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine. Les données
ont été analysées par anova a sens unique, les valeurs représentent la moyenn exSD ; n=3. * p < 0.05, ** p < 0.01
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Les alcaloides sont connus pour leur capacité a inhiber la phosphodiestérase de
I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc), provoquant une accumulation des niveaux
d’AMPc qui stimule la phosphorylation et la synthese des protéines, avec une possible

amélioration de I'érythropoiése (Kolawole et al., 2021).

Les anthocyanines ont été utilisées pour renforcer la fonction rénale, traiter I'anémie,
favoriser la circulation sanguine et éliminer la stase sanguine dans la médecine traditionnelle
chinoise (Sari et al., 2019).

Koriem et al., (2018) ont observé que l'administration orale de I'acide 5-O-
caféoylquinique pendant une période de deux semaines protége contre l'anémie et les
perturbations minérales dans la toxicité du 4-tert-octylphénol en augmentant le stress oxydatif

et I'apoptose chez les rats.

En outre, Innih et al., (2020) ont rapporté que I'extrait aqueux de feuilles de Spondias
mombin riche en polyphénols a provoqué une stimulation du follicule lymphoide a différents

degrés, de léger a modéré, et il a augmenté le nombre de globules rouges dans la pulpe rouge.

D’autre part, le retour a la normale des indices hématologiques dans le groupe traité
n'est pas nécessairement lié aux constituants phytochimiques rapportés (Ohadoma, 2016), ce
qui nous fait penser aux éléments minéraux. En effet, Musyoka et al.,( 2016) ont rapporté que
le cuivre et le fer ont des effets synergiques favorisant I'nématopoiese. De plus, Sheth et al.,
(2021) ont souligné dans leur étude que l'activité anti-anémique du formulation polyherbale
de Raktavardhak Kadha peut étre attribuée a sa teneur en fer qui peut prévenir I'anémie
hémolytique induite par la phénylhydrazine. Ainsi, il n'est pas surprenant de trouver un effet
anti-anémique positif dans la présente étude, car le fer est I'élément le plus abondant dans
notre plante. Il est connu comme étant une partie intégrante importante de I'hnémoglobine, de
la myoglobine et du cytochrome (Ekweogu et al., 2020). Des études ont établi que le fer
hémique a une biodisponibilité élevée, qu'il est absorbé plus efficacement que le fer
inorganique alimentaire et qu'il est crucial pour la génération rapide de nouveaux globules
rouges. Le fer hémique contenu dans notre extrait pourrait donc étre un reméde nutritionnel

potentiel contre I'anémie (Wood et al., 2020).

Par ailleurs, I'effet antianémique de Rubia tinctorum pourrait étre di a la présence de
vitamines, telles que l'acide ascorbique, ou di a la présence des acides organiques. De
nombreux auteurs ont démontré que les vitamines B6, B12, C, E et I'acide folique jouent un
réle important dans le mécanisme érythropoiétique, notamment en présence de fer, de cuivre

et d'autres minéraux comme le cobalt (Musyoka et al., 2016).
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Par exemple, I’acide folique est nécessaire a I'absorption du fer par le tractus gastro-
intestinal pour la synthése de I’Hb. L’acide ascorbique pourrait réduire le stress oxydatif et
jouer un role important dans le métabolisme du fer et son application dans la formation des

globules rouges.

La vitamine A pourrait augmenter les concentrations d'Hb et de ferritine sérique chez
les enfants et les femmes enceintes anémiques, et améliorer I'apport en fer aux tissus
hématopoiéetiques, probablement, en favorisant la mobilisation du fer délivré, et en

augmentant la saturation plasmatique en fer et en transferrine.

Tandis que, la vitamine B2 améliore la réponse de I'Hb, de I'Hct et de la numération
érythrocytaire a la supplémentation en fer pendant la grossesse, et restaure I'état

hématologique des enfants et adultes anémiques (Ahmed et al., 2018).

Par conséquent, I'administration d'une grande quantité de racines de Rubia tinctorum
permettrait non seulement de prévenir I'effet négatif de la phénylhydrazine sur I'Hb mais

aussi d'améliorer la biosynthese de I'Hb.

Une étude réalisée par Zhang et al., (2020) sur les effets des acides maliques et
citriques sur les performances de croissance, la capacité antioxydante, I'hématologie et la
réponse immunitaire de Carassiusauratus gibelio, a montré que I'ajout approprié d'acide
citrique et d'acide malique au régime alimentaire régulait les parametres hématologiques et
I'expression des génes liés a lI'immunité et améliorait la capacité antioxydante des poissons

Carassiusauratus gibelio.

De méme, dans une étude précédente Salovaara et al., (2002), il a été suggéré que les
acides organiques ameliorent I'absorption du fer. En étudiant ’effet des acides tartriques,
maliques, succiniques, citriques, oxaliques, et fumariques sur lI'absorption du Fe (1) et du Fe
(1) dans la lignée cellulaire épithéliale humaine Caco-2, ils ont montré que, les acides
tartriques, maliques, succiniques et fumariques ont augmenté I'absorption du Fe (1) et Fe (I11)

et, que les acides citriques et oxaliques augmentent I'absorption de Fe (111) uniquement.

Sur la base de ces résultats, on peut affirmer que la présence d'acides organiques dans
notre plante peut étre I'un des facteurs ayant contribué a l'activité antianémique. En outre,
Tang et al., (2013) ont constaté que l'acide citrique et l'acide L-malique ont des effets
protecteurs sur les lésions d'ischémie/reperfusion myocardiques, ce qui peut étre associé a
leurs effets anti-inflammatoires, antiagrégants plaquettaires et protecteurs directs sur les

cardiomyocytes.
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D'autre part, en comparant I'effet de la partie aérienne et de la partie racinaire, nous
constatons que les extraits racinaires (MR et AR) ont le meilleur effet. L’activité anti-
anémique des extraits de la plante a augmenté dans I'ordre suivant : MRC2> MRC1> ARC2>
ARC1> MFC2> MFC1> AFC2 > AFCI1. Cela peut étre lié a la quantité élevée des

flavonoides et du fer dans les racines.

En résumé, ces résultats ont montré des effets antianémiques remarquables, ils
constituent une base scientifique justifiant l'utilisation traditionnelle des racines de Rubia
tinctorum dans les maladies anémiques. D'autre part, dans les études futures, il sera préférable
de mesurer également les niveaux de ferritine et de vitamines sériques qui sont des marqueurs

importants dans le diagnostic de I'anémie.

Cette composition phytochimique donne du crédit a I'efficacité de ['utilisation
traditionnelle de plantes ayant des propriétés antioxydantes et d’effet anti-anémique
(N’guessan et al., 2010).

V.10 Huile essentielle
V.10.1 Les caractéres physiques et chimiques des huiles essentielles.

L'hydrodistillation de la plante Rubia tinctorum a permis d'obtenir un rendement de 0,02%

avec une couleur jaune.

Figure 37: Les huiles essentielles de Rubia tinctorum
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Tableau 18 : Les propriétés organoleptiques, les paramétres physico-chimiques des huiles

essentielles de Rubia tinctorum

Parameétres chimique Résultats

Rendement (%) 0.02

Densité (g/l) 0.93

pH 6

Indice d’acide (%) 5.049

Couleur Jaune pale -Aspect liquide
Indice de réfraction (20°c) 1.32

Il a été établi par I’ études de Navaei et al., (2006) sur la plante R. tinctorum que la
partie aérienne contient 0.1% d’huile essentielle. Notre étude n’a donné qu’un rendement de
0.02 % seulement. Le faible rendement pourrait s’expliquer par la situation géographique du
site d’échantillonnage, la nature du sol, I’altitude, la latitude et la longitude des populations,
le climat, le refroidissement du distillat et la régularité de sa coulée, la méthode et la durée de
distillation (Fernandez-Sestelo et Carrillo, 2020).

En fonction des caractéristiques physico-chimiques, la qualité d’une huile essentielle
est déterminée. La littérature ne contient pas de données sur les propriétés physico-chimiques

de I'huile essentielle de la plante Rubia tinctorum.

La densité de I'huile est définie comme le rapport de masse entre un volume d'huile et
un volume égal d'eau distillée, tous deux maintenus a 20°C. La mesure de la densité a montré
une valeur approximable a celle de I'eau (0.93%). Selon la norme AFNOR, les densités des
huiles essentielles acceptables sont comprises entre 0,87 et 0,98. Le site de densité relative a

20°C de l'essence de R. tinctorum est conforme a la norme AFNOR (2000).

L'indice d'acidité donne une idée sur la teneur en acide libre. Le résultat que nous
avons obtenu montre une valeur élevée, ceci peut étre expliqué par la dégradation des huiles
essentielles suite a I'nydrolyse des esters lors de leur stockage, contrairement a un indice
d'acidité inférieur a 2 qui indique une bonne conservation de ces huiles et une faible quantité
d'acide libre. (Boukeria et al, 2018).

L'indice de réfraction dépend de la composition chimique de I'échantillon et varie
essentiellement avec la teneur en oxygénes et en mono terpenes, dont une forte teneur en ces

derniers donne un indice élevé. Un faible indice de réfraction des huiles essentielles indique
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une faible réfraction de la lumiére qui pourrait favoriser leur utilisation dans des produits
cosmétiques (Boukeria et al, 2018). Le résultat a révele que I’indice de réfraction (IR20) est

de 1.32, c’est une valeur faible qui est révélatrice de la bonne qualité d’une HE.

En ce qui concerne la valeur du pH, il a été constaté qu'elle est égale a 6, ce qui en fait
un parametre important, puisque dans cette condition, l'inhibition de plusieurs souches

bactériennes est possible (Sena et al., 2010).
V.10.2 Analyse chromatographique par GC-MS des huiles essentielles.

L'analyse de I'huile essentielle de R. tinctorum par une chromatographie en phase
gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS) a permis d'identifier et de quantifier six composés

chimiques répertoriés dans le tableau 1.

Les principaux constituants étaient la cyclohexanone (88,74 %), le diplodialide b (3,5
%) et le phytol (2,4 %) (Figure 1). Les indices de rétention des composés de I'huile essentielle
ont été comparés avec la littérature et leurs cohérences. Une étude de la littérature a montré la
présence de seulement deux rapports sur la composition chimique des huiles essentielles de

cette plante provenant d'une région différente.

Tableau 19 : Composition chimique de I'huile essentielle de Rubia tinctorum.

No  Compounds ‘RT  "RI RI Y%

1 Cyclohexanone 23.85 1285 1295 88.74
2 Bicyclohexyliden-2-one 95.23 1551 1564 1.22
3 Diplodialide B 96.45 1656 1660 3.49
4 Hexahydrofarnesyl acetone 97.25 1838 1845 1.19
5 Methyl 10-octadecenoate 97.75 2085 2092 1.97
6 Phytol 105.67 2593 2601 2.40

®RT : Temps de rétention, b : Indice de rétention des références, ¢ : Indice de rétention calculé a partir des temps
de rétention relatifs a celui de la série des n-alcanes, d% : Pourcentages des composés obtenus a partir de la
normalisation de la surface des pics. La colonne TG-Vax a été utilisée.

Dans les huiles essentielles obtenues par Navaei et al., (2006) a partir de R tinctorum
cultivé a Téhéran, 34 composants ont été identifiés desquels le pentadécanal (20,2%) et le
tridécanal (16,7%) formaient les principaux composeés. Tandis que les huiles obtenues par
Hoseinzadeh et al., (2020) contenaient différents composés dont I'ociméne, I'acétate d’hydrate
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de sabinéne, I'acétate de bornyle, le thymol, le méthylisoeugénol, l'isoelemicine, I'asarone et le

néophytadiéne. L'asarone est considéerée comme le principal composé.

Cyclohexanone Bicyclohexyliden-2-one  pjplodialide B

Phytol Hexahydrofarnesyl acetone

/OT(\/\/\/\/\/\/\/\/

0

Methyl 10-octadecenoate

Figure 38 : Constituants chimiques de I'huile essentielle de Rubia tinctorum.

Comme indiqué ci-dessus, il y avait une grande variabilité entre la composition
chimique des huiles essentielles obtenues dans notre étude et celles des autres études
discutées, en particulier, le composant cyclohexanone, que nous 1’avons trouvé en grande

quantité (88,74%), alors qu'il était absent dans les études précédentes.

Selon la littérature, la cyclohexanone a été definie comme un composé organique,
liquide incolore avec une odeur de menthe poivrée et d'acétone, miscible avec la plupart des
solvants organiques tels que I'éthanol, I'éther diéthylique, le benzéne, le chloroforme et

d'autres solvants organiques courants.

En outre, on sait que la cyclohexanone est soluble dans I'eau a 24080 mg/l (Api et al.,
2020). Par conséquent, sa capacité a se solubiliser dans ces produits peut étre l'un des facteurs
qui a favorisé sa présence dans notre huile essentielle. Une autre explication possible de ces
résultats pourrait étre que l'augmentation de la température et de la pression entraine des
réactions secondaires, comme I'hydrogénation du phénol, dans laquelle I'nydrogene est ajouté
au cycle aromatique par un mécanisme de débordement. Le phénol est ensuite partiellement
hydrogéné en un intermédiaire instable, le cyclohexanol (C6H9OH), qui est facilement
isomerisé en cyclohexanone (C6H100) ou hydrogéné en C6H110H (Chen et Sun, 2020).

La présence de la cyclohexanone peut également étre causée par des micro-organismes
endophytes. En effet, certains auteurs ont affirmé qu'il existe des endophytes ayant la capacité
de genérer des métabolites secondaires. Chowdhury et al., (2018) ont signalé que les
endophytes des plantes, qu'il s'agisse de bactéries ou de champignons, produisent une grande
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variété de composés organiques volatils (COV) qui comprennent des acides, des alcools, des
aldéhydes, des aromatiques, des esters, des hétérocycles, des cétones, des terpenes et des
thiols. Ces métabolites secondaires sont considérés comme un facteur important pour le
développement de la relation symbiotique dans un environnement hautement compétitif avec
I'n6te. En outre, Devi et al., (2012) ont analysé I'extrait d'acétate d'éthyle de Penicillium sp.
isolé de Centella asiatica, leurs résultats ont révélé la présence d'alcaloides, de phénols, de

flavonoides, de tanin et de glycosides.

D'autre part, en comparant la composition chimique de I'huile essentielle des deux
études précédentes, nous pouvons noter que leurs compositions sont entierement différentes a

I'exception de la présence de sabinan et de borynéol dans chaque théme.

Prises globalement, ces variations dans la composition de I'huile essentielle pourraient
étre dues a de nombreux facteurs tels que le chémotype, les variations génétiques et les
facteurs environnementaux (climat, saison de récolte, régions géographiques) (Guo et al.,
2018).

En raison du manque de littérature sur les huiles essentielles de Rubia tinctroum, nous
nous sommes efforcés de les comparer avec d'autres especes appartenant au genre Rubia.
Plusieurs études ont rapporté une variété de composants chimiques et différente par rapport a
notre étude.

Par exemple, les parties aériennes fraiches de G. verum ont été décrites comme
contenant un total de vingt-huit composés, dont I'nexanal, le Z-2-hexenal, le 1-hexanol,
I'eucalyptol, le linalool et le camphre, qui sont considérés comme des composants abondants
(Tava et al., 2020) en plus du phytol qui a été répertorié dans notre plante.

Les huiles essentielles de Rubia cordifolia Linn poussant en Chine ont été rapportées
comme produisant de 62 composants. Les principaux composants sont la mollugine, la
furomollugine, I'eugénol, le (E)-anéthole et le 4-tert-butyl-2-phényl phénol (Li et al., 2019). Il
est intéressant de noter la présence de I'hexahydrofarnesyl acétone qui a également eté

retrouvée dans notre analyse.

Par ailleurs, les huiles essentielles obtenues a partir du C. Leavipes ont été
caractérisees par la présence de plus de 70 composés dont, le cis-3-Hexen-1-ol, I'alcool
benzylique, le phénylacétaldéhyde, le bornéol, le B-caryophyllene, le trans-muurola-4(15), 5-
diéne, I'a-humuléne et le terpéne oxygené eudesma-4(15). 7-dien-1p-o, étaient les composés
chimiques les plus abondants (Tava et al., 2020). L'existence de I'hexahydrofarnesyl acétone y

a egalement été notee.
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Sur la base de ces données, nous pouvons conclure que les espéces appartenant au
genre Rubia ont certains composes similaires qui peuvent donc étre considérés comme des
marqueurs chimiques de ce genre. Cependant, aucune de ces études antérieures n‘a signalé la
présence de cyclohexanone. Par conséquent, nous pouvons dire que la cyclohexanone a été

trouvée pour la premiére fois dans notre étude.

V.10.2 Les activités antioxydantes

A notre connaissance, il n'existe aucun rapport sur l'activité antioxydante des huiles
essentielles de Rubia tinctorum. Dans cette étude, les méthodes DPPH, TAC, CUPRAC et
FRAP ont été utilisées pour évaluer la capacité antioxydante de I'huile essentielle de R.
tinctorum.

Le radical libre stable DPPH a été utilisé pour tester la capacité des huiles essentielles
et du standard acide ascorbique a donner un atome d'hydrogene. La figure (38) montre le
pourcentage d'inhibition du DPPH par les différentes concentrations de chaque HE et de
I’AA. Une activité de piégeage dépendante de la concentration a été trouvée pour 1'AA
étudiée.

L’huile essentielle de Rubia tinctorum était capable de réduire le radical libre stable
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) en diphénylpicrylhydrazine jaune avec des degres
variables de capacités de piégeage. Le contrble positif AA était I'antioxydant le plus fort avec
une valeur 1C50 de 0,084 + 0,08 mg/ml. Tandis que, I’huile essentielle de la plante Rubia
tinctorum a montre un effet faible avec I'lC50 qu’est de 25,70 + 0,02 mg/ml, (tableau 20).
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Figure 39 : Activité antioxydante de I'huile essentielle de Rubia tinctorum en utilisant le test
du DPPH.
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Les tests CUPRAC et FRAP ont été choisies dans ce travail pour I'évaluation du
potentiel réducteur de I'huile de Rubia tinctorum. L’acide ascorbique a été utilisé comme un

agent antioxydant standard.

La figure (39) montre la capacité de réduction ferrique obtenue en utilisant le test
FRAP. Une capacité de réduction ferrique dépendante de la concentration a été trouvee pour

I’HE étudié.
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EO : huile essentielle ; AA acide ascorbique ; les valeurs représentent la moyenne +SD ; n=3.

Figure 40 : Activité antioxydante de I’huile essentielle de Rubia tinctorum en utilisant le test
du FRAP.

Les résultats ont montré que I’huile essentielle de R. tinctorum a un faible pouvoir
réducteur avec une absorbance de 0,270 a 3 mg/ml. En revanche, le pouvoir réducteur de

I’acide ascorbique est plus important avec une absorbance de 3,7 a 3 mg/ml.

Dans I'essai CUPRAC, une faible activité (TEAC= 201.9 mg/100ml) a été observée
par rapport aux valeurs des standards de référence (TEAC=522.6 mg/100ml), (tableau 20).

La méthode du phosphomolybdene est basée sur la réduction de Mo (V1) en Mo(V)
par I’échantillon et la formation ultérieure d’un complexe phosphate vert /Mo(V) en milieu
acide (Chekroun-Bechlaghem et al., 2019). Les données rapportent une augmentation du
pourcentage d’inhibition qui correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des huiles

et du contrdle testé (Figure 40).
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Figure 41 : Activité antioxydante de I’huile essentielle de Rubia tinctorum en utilisant le test

Phosphomolybdet.

Tableau 20 : IC 50 de DPPH et activité antioxydant totale de I’huile et acide ascorbique et
capacité antioxydant réductrice du cupric.

ICso (DPPH) ICs0 (TAC) CUPRAC
(mg/ml) (mg/ml) (mg TEAC)/100 ml
Huile essentielle 25.70 £ 0.02 1.41+0.05 201.9 £ 0.06
Acide ascorbique 0.084 +0.08 0.57+ 0,001 /
Quercetine / / 522.6+ 0.04

IC50 : Concentration inhibitrice & 50% ; Capacité antioxydant réductrice du cupric est exprimée en mg de
Trolox/100 ml d'échantillon ; les valeurs représentent la moyenne £SD ; n=3.

D'aprés les résultats obtenus dans ce travail, I'huile essentielle posséde une faible
activité antioxydante. Ces résultats peuvent étre expliqués par l'abondance de composés
inefficaces. lls peuvent également étre expliqués par la dégradation des composés bioactifs
lors de leur extraction par hydrodistillation. En effet, I'nydrodistillation peut entrainer la
dégradation thermique, I'hydrolyse et la solubilisation des composés bioactifs dans I'eau,
modifiant ainsi leur capacité antioxydante (Harkat-Madouri et al., 2015). L’effet antagoniste

entre les composants contribue également a ce résultats (Benites et al., 2021).

Malgré que ’effet antioxydant de I'huile essentielle est faible, mais il existe. Cette
existence peut probablement étre attribuee a la présence de phytol. (P Costa et al., 2016)
mentionnent dans leur étude que le phytol est percu comme un bon antioxydant. Ge et al.,

(2019) ont défini le phytol comme un alcool terpénique acyclique qui a une capacité
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antioxydante supérieure au trolox. Il peut éliminer les OH- et présenter une activité

antioxydante capable d'inhiber les dommages cellulaires causés par ce radical.

De plus, le pouvoir antioxydant peut étre attribué a la présence de sesquiterpénes
(Hexahydrofarnesyl acetone). Ruberto and Baratta, (2000) a mentionné que les
phénylpropanoides, les monoterpénes et les sesquiterpenes oxygenés sont capables d'inhiber
I'oxydation. Plusieurs études ont attribué I'effet antioxydant a I'ester méthylique de l'acide
hexadécanoique, au 1-octadécene et a I'ester méthylique de I'acide 10-octadécénoique (Abd-
ElGawad et al., 2020).

En général, l'efficacité antioxydante de I'huile essentielle dépend du nombre des
composés phénoliques et de l'activité de réaction entre le phénol et les radicaux peroxyles
porteurs de la chaine. Elle dépend également de la stabilité du radical phénoxyle formé lors de

la réaction (Cavar et al., 2012).

Le principal composé de I'huile essentielle de la plante Rubia tinctorum est la
cyclohexanone (88,74 %). Généralement, un compose avec une telle quantité n'est pas trouve
dans les huiles essentielles. Rubia tinctorum devrait étre considéré comme une source de
cyclohexanone. Une technique chromatographique simple peut étre appliquée pour isoler la

cyclohexanone avec un rendement élevé.

La cyclohexanone ne contient pas des protons acides donnés au radical facilement. En
outre, le mécanisme antioxydant est basé sur la capacité a donner des électrons au radical. Par
conséquent, il n'est pas surprenant que le Rubia tinctorum ne montre pas une activité

antioxydante.

V.10.3 Activité anti-hémolytique des huiles essentielles

L'effet de I’huile essentielle sur les Iésions de la membrane des GR peut étre évalué en
faisant une comparaison entre, le pourcentage d'inhibition de I'némolyse des globules rouges
traités avec de I’huile essentielle et celui des globules rouges traités par le standard, dans des
milieux isotoniques (0.9 %). La figure 41 montre I'évolution du taux d'inhibition de

I'hémolyse des globules rouges en présence de I'HE et 1’acide d’ascorbique.
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Figure 42 : Activité anti hémolytique de I'huile essentielle de Rubia tinctorum

L'acide ascorbique a montré I'effet antihémolytique le plus élevé de maniere dose-

dépendante (Figure 41) avec une valeur de concentration inhibitrice de I'hémolyse de 50% a

0,37 + 0,87 mg.ml-1; (p<0.05). Cependant, les huiles essentielles ont montré un effet

antihémolytique plus faible avec une valeur de 12,88mg. ml™ & 50%.

Selon la littérature, aucune étude anti-hémolytique n'a été réalisée sur les composants

présents dans notre huile. Cependant, il a été mentionné que I'nexahydrofarnesyl acétone et le

Methyl 10-octadecenoate ont un pouvoir antioxydant, ces derniers peuvent jouer un role dans

l'effet anti-hémolytique de I'huile essentielle. Etant donné que leur présence est en faible

quantité, leur l'effet est relatif.

V.10.4 Activité antibactérienne des huiles essentielles

L'activité antibactérienne des huiles essentielles de Rubia tinctorum est présentée dans le

tableau (21).
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Tableau 21: Activité antimicrobienne de I'huile essentielle de Rubia tinctorum par la méthode

de diffusion en gélose.

Micro organismes Inhibition zones (mm)

Concentration (mg. ml™) 500 250 125 62.5 NA VA
Bacillus cereus 13.5+0.9° 11.0+0.2* 9.0+0.2®° ND 29+1.2° 21+0.9"
ATCC 6633

Staphylococcus aureus 12.0+0.7° 9.0+0.4" 8.0+0.6° ND 30+0.9° 25+0.4%
ATCC 25923

Pseudomonas aerugenosa  11.0+0.4° 9.5#0.7° 9.0£0.1* ND 35+1.4%* 12+0.2°
ATCC 27853

Salmonella entreritidis 11.0+0.3° 9.0+0.9¢ ND ND 32+1.6° 15+0.6¢
ATCC 13076
Shigella ATCC 12022 12.5+05° 10.5+0.3° 9.0+0.2° ND 30+1.3° 19+0.8°

ND : Non détecté, NA : acide nalidixique, VA : Acide voncomique. Les valeurs ont été analysées par le test non
apparié de Tukey ; chaque valeur est exprimée en tant que moyenne £ SD (n = 3). Les valeurs dans la méme

colonne avec des exposants différents sont trés significativement (P < 0,05) différentes.

Cette activité a été évaluée par la méthode de diffusion des disques contre des
bactéries Gram-négatives et des bactéries Gram-positives. Les résultats ont prouvé que les
huiles essentielles ont montré une activité antibactérienne avec des degrés variables, et des

activités modérées par rapport a certains antibiotiques (tableau 33).

Tableau 22 : Détermination de CMI et CMB d’huile essentielle de R. tinctorum

Microorganismes CMI (mg/ml)  CMB (mg/ml) CMB/CMI
Bacillus cereus 125 500 4
ATCC 6633

Staphylococcus aureus 125 250 2
ATCC 25923

Pseudomonas aerugenosa 125 500 4
ATCC 27853

Salmonella entreritidis 500 >500 1
ATCC 13076

Shigella 125 250 2
ATCC 12022

CMI : concentration minimale inhibitrice ; CMB : concentration minimale bactéricide.
Les données ont montré que la zone d'inhibition variait de 11 a 13,50 mm. B. subtilis,
était la souche la plus sensible aux huiles testées. L'HE affecte également les bactéries Gram-

négatives mais avec moins d'intensité.

Ainsi, d'aprés nos résultats, les huiles essentielles de R. tinctorum possédent une
activité antibactérienne contre toutes les souches de bactéries. Cela est peut-étre lié a ses

composés, comme le phytol, les monoterpenes et sesquiterpeénes oxygenés (Chrysargyris et
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al., 2017). Cette hypothése est soutenue par les recherches qui indiquent que le phytol a un
effet antibactérien contre Staphylococcus aureus (Inoue et al.,, 2005). De plus, I’
hexahydrofarnesylacétone (sesquiterpene oxygéné) a été signalé comme ayant un effet

antibactérien contre de nombreuses souches bactériennes (He et al., 2020).

Le potentiel inhibiteur des huiles essentielles a été confirmé par les tests de
détermination de la CMI. Le tableau (22) montre les résultats des CMI et CMB des huiles
essentielles de R. tinctorum contre les souches bactériennes. Les valeurs de CMI pour toutes
les souches étaient de 125 mg/ml a I'exception de Salmonella qui avait une CMI de 500

mg/ml.

Le rapport CMB/CMI permet de définir le caractére bactériostatique ou bactéricide
d’une huile essentielle. Selon Marmonier, (1990) : si le rapport CMB/CMI < 4, la substance

testée est bactéricide. - si le rapport CMB/CMI > 4, la substance testée est bactériostatique.

Les rapports CMB/CMI de I’huile de R. tinctorum sur Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aerugenosa, Salmonella entreritidis et shigella sont respectivement
égaux a 4,2, 4, 1, et 2. Notre huile semble donc exercer une action bactéricide contre toutes

les souches testées.

L'activité antibactérienne de I'huile essentielle de R. tinctorum est probablement liée
aux différents composants qui jouent un role dans la pénétration cellulaire, I'attraction et la
fixation lipophile ou hydrophile sur les parois et les membranes cellulaires, la perturbation des
systéemes enzymatiques, la compromission du matériel génétique, lI'oxygénation des acides
gras insaturés, la formation d'hydroperoxyde d'acide gras et la détérioration des protéines et
des lipides (Alves-Silva et al., 2013).

Plus précisément, I’effet antimicrobien est lié au groupe hydroxyle qui est considéré
comme un agent important dans cette action. Il peut dilater et déstabiliser la membrane
bactérienne. De plus, l'interaction entre les différents composants de I'huile essentielle
(majeurs et mineurs) pourrait également contribuer aux propriétés antimicrobiennes (Naidoo
etal., 2014).
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Cette these visait a determiner 1’effet de la polarité du solvant et de la partie de la
plante Rubia tinctorum sur la qualité des composants phytochimiques ainsi que son effet
biologique qui correspond aux activités antimicrobiennes, antioxydantes, anti hémolytiques,
toxiques et anti anémiques. De plus, d’étudier la composition chimique et les activités

biologiques (in vitro) des huiles essentielles de la partie aérienne de cette plante.

Six extraits de différentes polarités ont été préparés par la méthode de macération en
utilisant 1’eau, le hydrométhanol (80%) et 1’éthyle éther comme solvants. Les extraits aqueux
et hydro-alcooliques ont montré les meilleurs rendements comparés aux extraits di éthyle
éther. Le rendement d'extraction obtenu a partir des racines est toujours plus élevé pour les

trois solvants.

Cette étude constitue une premiere analyse comparative qualitative et quantitative des
composés phénoliques de la partie aérienne et de la partie racinaire de la plante Rubia
tinctorum. De plus, elle rapporte pour la premiére fois le contenu en composés

phytochimiques de la partie aérienne.

L'influence des différents solvants sur la qualité phytochimique des extraits a été
évaluée par des tests chimiques. Les résultats ont révélé une richesse de notre plante en
métabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des alcaloides, les flavonoides,
les phénols et les tanins dans les six extraits étudiés. Tandis que, les coumarines, les
glucosides, les protéines et les anthraquinones combinés n’ont été détectées que dans les
extraits AF, MR et EER, respectivement. Les anthraquinones et les quinones libres n’ont été
détectées que dans les extraits AR, MR et EER. Cependant, les cardiaques glucosides ne sont
détectés que dans les extraits AF, EEF, MR et MF.

La teneur en composés phénoliques de nos extraits a été quantifiée par des méthodes
spectrophotométriques et déterminée par LC-ESI-MS/MS. Par ailleurs, la composition
chimique des huiles essentielles a été établie par GC-MS. L’estimation quantitative des
polyphénols, des flavonoides et des tannins dans les six extraits montre la richesse de I’extrait
hydrométhanolique de la partie aérienne en tannins, alors que 1’extrait hydrométhanolique de

la partie racine présente des valeurs plus élevees en flavonoide et en teneur phénolique.

L'analyse quantitative par chromatographie a révélé des profils phénoliques similaires
pour la partie aérienne et la partie racinaire. Les résultats ont montré la présence prédominante
de l'acide trans-cinnamique, de l'acide protocatechuique, de l'acide trans-ferulique, du 4-
hydroxybenzaldéhyde, de I'acide p-coumarique, de I'acide cafféique, de I'acide vanillique, de
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I'epicatéchine, de la catéchine, de l'acide 4-hydroxyibenzoique, de I'acide chlorogénique, de
I'acide fumarique, et de I'acide citrique. Cependant, les huiles essentielles sont marquées par la

prédominance de cyclohexanone.

Nous avons testé I’activité antibactérienne de tous les extraits et de I’huile essentielle
sur six souches ATCC (pour Escherichia coli ATCC 11230, Bacillus cereus ATCC 7064,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
entreritidis ATCC 13076, Shigella ATCC 12022). Les résultats ont montré que 1’extrait
d’¢éthyle éther de la partie racine (EER) et I’huile essentielle sont les seuls qui ont manifesté

une action contre toutes les souches testées.

L'étude du pouvoir antioxydant de la plante Rubia tinctorum révele que I'extrait MF a
la plus grande activité de piégeage et de réduction du fer. En outre, I'extrait MR présente le
potentiel le plus élevé pour le TAC, tandis que I'extrait AF démontre la meilleure capacité de
réduction des ions cuivre. Cependant, les huiles essentielles présentent une faible activité
antioxydante pour toutes les activités. Le pouvoir antioxydant est varié en fonction de I’extrait

et le type de I’activité étudiée.

L’évaluation du pouvoir anti hémolytique des globules rouges des extraits et de I’huile
essentielle de R tinctorum contre le H,O, a révélé que I'extrait MR présente le meilleur effet,
tandis que I’extrait EER et I’huile essentielle ont enregistré les plus faibles effets inhibiteurs.

L'étude de la toxicité a révélé que les extraits aqueux et les hydrométhanoliques de R.
tinctorum n’ont pas causé de mortalité ou d'autres signes de toxicité. Elle a suggéré que les
extraits de la plante sont inoffensifs jusqu'a la dose de 2000mg/kg de poids corporel lorsqu'ils
sont consommeés par voie orale. Selon OCDE, ils sont considérés comme non toxiques. En
revanche, les extraits apolaires ont provoqué un effet néfaste sur les paramétres

hématologiques et biochimiques, en particulier I'extrait EER.

D'autre part, les extraits aqueux et les hydrométhanoliques de Rubia tinctorum ont
montré une importante activité antianémique in vivo. L'extrait aqueux des racines a montré
l'effet le plus élevé suivi par I’extrait MR. En outre, on peut suggérer que la racine de Rubia

tinctorum a un effet anti-anémique, en inhibant I'némolyse des globules rouges.

En général, le présent travail valide scientifiquement 1’utilisation traditionnelle de
cette plante et ouvre des perspectives et des axes de recherche tant au niveau des

connaissances scientifiques, d'autres études pourraient alors étre envisagées :
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1- Analyser profondément les extraits de la plante Rubia tinctorum pour isoler les principes

antibactériens et antioxydants qu’ils contiennent.

2- Rechercher I'efficacité des différents constituants de la partie aérienne de la plante Rubia

tinctorum (fleurs, tige, et feuilles) séparément.

3- Déterminer I'activité des extraits de la plante Rubia tinctorum sur d’autres types d’anémie,

tels que I’anémie causée par une carence en vitamines.

4- Explorer cliniqguement le potentiel des extraits de la plante Rubia tinctorum dans le

traitement de 1’anémie.

5- Vérifier la sécurité de la présente plante quand elle administrée en association avec le fer

pour traiter I'anémie.

6- Rechercher le (les) composés responsable(s) de ’activité antianémique de 1’extrait aqueux

de la partie racine de la présente plante.
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Annexes
Annexe (1)

Tests phytochimiques
Détection des phénols

A 2 ml de chaque solution d'extrait, une goutte de solution alcoolique de FeCl; a 2% a été
ajoutée. La reaction positive s'exprimait par I'apparition d'une coloration verte ou bleu-noir
(Adou et al., 2016).

Détection des flavonoides

A 0,5 ml de chaque extrait, on a ajouté 10 gouttes d'acide chlorhydrique concentré et quelques
milligrammes de magnésium de tournesol. Les résultats positifs sont indiqués par une

coloration rose-rouge ou jaune apres trois minutes d'incubation (Haddouchi et al., 2016).
Détection des tannins

De chaque extrait, 3 ml ont été prélevés et placés dans un tube a essai et dilués avec du
chloroforme. 1 ml d'anhydride acétique a été ajouté. Puis, 1 ml d'acide sulfurique a été versé
avec précaution. Une couleur verte a été obtenue, indiquant la présence de tanins (Hossain et
al., 2013).

Détection des saponines

La poudre séche a été vigoureusement mélangée avec de I'eau. Un résultat positif était indiqué

par I'apparition de mousse pendant plus de 5 minutes (Joshi et al., 2013).
Détection des glycosides de coumarine

Quelques gouttes de solution alcoolique de FeCl; ont été ajoutées a chaque extrait. La
présence de coumarines est indiquée par I'apparition d'une coloration verte aprés l'ajout de
HNO3 concentré (Joshi et al., 2013).

Détection des anthraquinones

Anthraquinones libres : Environ 0,5g de I'extrait a été agité avec 5ml de chloroforme pendant
dix minutes puis filtré. Le filtrat a été mélangé avec 5ml de solution ammoniacale. La
présence d'une couleur rose dans la phase ammoniacale indique la présence d'anthraquinones

libres.

Anthraquinones combinées : 1g d'extrait en poudre a été bouilli avec 5ml d'acide

chlorhydrique 10% pendant cing minutes. Le filtrat froid a été dilué avec du chloroforme. La
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couche de chloroforme a ensuite été transférée dans un tube & essai. Un volume égal
d'ammoniac a 10% a été ajouté a l'extrait chloroforme. La présence d'anthraquinones

combinées était indiquée par une couleur rose, rouge ou violette (Abodunrin et al., 2015).
Détection des alcaloides

0,5 g de I'extrait a été mélangé a 5 ml d'acide chlorhydrique aqueux a 1% dans un bain-marie.
Quelques gouttes de réactif de Dragendorff ont été ajoutées a 1 ml du filtrat. La turbidité ou la

précipitation a été considérée comme un résultat positif (Ismail et al, 2016).
Détection des stéroides

2 ml d'anhydride acétique et 2 ml de H2SO4 ont été ajoutés a 5 ml de I'extrait. Le changement

de couleur du violet au bleu a confirmé la présence de stéroides (kumar Bargah, 2015).
Détection des protéines

2 ml de NaOH (4%) et quelques gouttes de solution de CuSO4 a 3% ont été mélangés a 2 ml
d'extrait. La présence de protéines est indiquée par la formation d'une couleur violette ou rose
(Maria et al., 2018).

Détection des quinones

3 ml de chaque extrait ont été traités avec 3 ml de chloroforme, puis la couche de chloroforme
a été séparée. Un volume d'hydroxyde de potassium (5%) a ensuite été ajouté a la couche de
chloroforme. L'apparition d'une couleur rouge indique la présence de quinones (Amezouar et
al., 2013).
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X/

 Résultats de Screening phytochimique

(@) : Coumarine

EH O @ B g E

(b) : Poly phénols

O I =&

(c) : Tannins

(d) : Saponine

(a): Coumarine, (b) : polyphenols, (c) : tannins, (d) : saponine. ER : Extrait aqueux de la partie racine ; EF : Extrait aqueux de la partie
aérienne ; EEF : Extrait d’ethyl éther de la partie aérienne ; EER : Extrait d’ethyl éther de la partie Rracine MR : Extrait hydrométhanolique
de la partie racine. MF : Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne.
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X/

% Réactifs

Réactif de Mayer (alcaloides) : (25 g lodure de potassium (KI) +6.8 g chlorure mercurique
(HgC12)) dans 1000 ml I’eau distillée.

PBS : 8g chlorure de sodium, 0.2 g chlorure de potassium, 1.15g phosphate disodique, 0.29
phosphate mono potassique, pH 7.3.

Ranger : 2.25g chlorure de sodium, 0.105g chlorure de potassium, 0.12g chlorure de calcium
6H,0, 0.05g bicarbonate de sodium, 500 ml eau distillée, pH 7.0.

Figure (I) : Résultat de I'analyse de pH des huiles essentielles de Rubia tinctorum.

A : Avant I’ajout de KOH B : Apres I’ajout de KOH

Figure 11 : Résultat de I'analyse de I'indice d'acide des huiles essentielles de Rubia tinctorum.

165



Annexes

Annexe 2

< Profil chromatographique des extraits phénoliques de Rubia tinctorum obtenus
par LC-ESI-MS/MS
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C : Extrait hydrométhanolique de la partie aérienne
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+/- TIC MRM (** -> **) F-Ag-Aer.d (F-Ag-Aer)
x10 3
2.4+
2.24
2
1.8+
1.6
1.4+
1.2+
14
0.8+
0.6+
0.4+
0.2+

Counts

T T T
85 9 95
Acquisition Time (min)

D : Extrait agueux de la partie aérienne

+/- TIC MRM (** -> **) f-Aer-1.d (-Aer-1)
x103

Counts

2.2

24
1.8+
1.6+
1.4+
1.24

14
0.8+
0.6+
0.4+
0.2-

I
8

\ \ \
85 9 95
Acquisition Time (min)

E : Extrait di éthyle éther de la partie aérienne

167



Annexes

% Profil chromatographique de I’huile essentielle de Rubia tinctorum par GC-MS
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Annexe 3

+» Résultats de Pactivité antimicrobienne

Figure 111 : Exemples des zones d'inhibition des extraits de Rubia tinctorum sur les
différentes souches bactériennes.
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Figure IV : Exemple des concentrations minimale inhibitrice pour staphylococcus aureus
(Sa) et Bacillus cereus (BC) pour I’extrait di éthyle éther de la partie racine.
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Annexe 4

s L’élevage des rats
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Abstract

The present study investigated the chemical profile, toxicity, and anti-anaemic
activity of Rubia tinctorum root aqueous extract against phenylhydrazine induced
hemolytic anaemia. Phenolic compounds were analyzed by LC-ESI-MS/MS; acute
toxicity test was evaluated by administering a single dose of 2,000 mg.kg'1 of the
extract; anaemia was induced by administration of 40 mg phenylhydrazine by
intraperitoneal injection for 2 days. Moreover, the anti-anaemic activity was
evaluated by measuring the haematological parameters of rats treated with iron and
aqueous extract for 15 days. The LC-ESI-MS/MS analysis results revealed the
presence of 31 phytochemical compounds, among them, citric acid was found as the
most abundant. No signs of toxicity or death were recorded, indicating that the LD50
of R. tinctorum root extract is higher than 2,000 mg.ke™. Furthermore, the aqueous
extract increased red blood cell levels by 69.82 and 71.67 % in the groups treated
with 200 and 400 mg.kg™ of the extract, respectively. Besides, a significant increase
in hemoglobin from 12.05 + 0.15 to 12.9 + 0.52 g.dL™ was noted in rats treated with
400 mgkg! of extract. Thus, the data indicate that the root extract could be
considered a natural source for the treatment of anaemia.

Keyweords:
Antianaemic
Phytochemical analysis
Rubiaceae

Toxic effect

© Umversity of S5. Cyril and Methodius n Trnava

Introduction ]
older adults, and pregnant women. It is thought to

Nowadays, many people suffer from anaemia. It is be responsible for 3.7 % to 12.8 % of maternal

a global public health phenomenon affecting
developed and developing countries via severe
consequences for human health and economic and
social development (WHO 2008). The most
exposed are infants, children in intensive growth,

deaths during pregnancy and childbirth in Africa
and South Asia (Khan et al. 2006). Several factors
are responsible for the spread of anaemia:
malnutrition, attacks by blood parasites such as
trypanosomes, plasmodium, and helminths. It has
also been reported that the high demand for the
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developing fetus during pregnancy is a factor in
anaemia.

There are many types of anaemia. One of them is
hemolytic anaemia, the most frequent sort defined
as the destruction or elimination of red blood cells
(RBCs) from the circulation before their average
life span of 120 days (Dhaliwal ef al. 2004). It is
caused by the abnormality of the constituents of
RBC (hemoglobin, an enzyme of energy
metabolism of RBC or constitutive protein of the
membrane-extrinsic factor). Also by infectious
agents, mechanical factors, toxins, etc. (Loustau et
al. 2011).

Since ancient times, medicinal plants have been
considered essential products for the health of
communities and individuals. They contain
bioactive substances used in traditional medicine
and as precursors in the synthesis of valuable drugs
at the industrial level.

Interestingly, many plants including Phyvilanthus
emblica L., Moringa oleifera L., Boerhavia diffusa
L., Hemidesmus indicus L., Centella asiatica L.,
Ageratum conyzoides L., Hemidesmus indicus L.,
Momordica charantia L., Phyllunthus amarus L.,
Punica granatum L., Ocimum tenuiflorum L.,
Solanum americanum L., Ichnocarpus frutescens L.
are used in the treatment of anaemia, as they are
sources of iron and minerals (Silja et al. 2008).
Rubia tinctorum belongs to the Rubiaceae family,
comprising 6,000 species (Sharifzadeh er al. 2014).
It is also known as “FEl foua”(Ezzaki et al. 2021),
growing in the northern regions of Africa, the
Mediterranean regions of Spain, and some areas of
Asia, and 1t is cultivated in the central and western
regions of Iran (Sharifzadeh et al. 2014). Rubia
tinctorum has been widely used as a source of red
color with its wvariants for textile dyeing for
thousands of years (Degano et al 2009). In
addition, several ethnobotanical studies have
reported its use in the treatment of various diseases,
such as diarrthea (El Haouari and Rosado 2016),
rheumatism, cardiovascular diseases (Jouad et al.
2001), and kidney stones (Agarwal and Varma
2015). Moreover, it is really appreciated by
Moroccan women as a purgative after childbirth
(Ezzaki er al. 2021). Besides, there are numerous
biological studies on R. tinctorum that have
demonstrated its therapeutic potential as anti-
platelet agent, antitumor, hepatoprotective,

Annexes

antimicrobial, diuretic, and stones inhibitory
activities (Sharifzadeh et al. 2014; Marhoume et al.
2019; Eltamany et al. 2020; Hoseinzadeh et al
2020).

To the best of our knowledge, no studies have been
performed on the anti-anaemic activity of R.
tinctorum extract so far. Thus, this study aims to
evaluate the anti-anaemic potential of R. tinctorum
aqueous extract on an experimental model of
phenylhydrazine-induced hemolytic anaemia and to
identify its phytochemical compounds.

Experimental
Chemicals

Distilled water, ammonium formate, acetonitrile,
formic acid, sulfuric acid (98 %), chloric acid
hydrochloric acid, ammonium thiocyanate, sodium
chloride (9 %), phenylhydrazine, oroofer plus
(Bottle of 100 mL as a drinkable solution, iron III
poly maltose hydroxide, 20 mg. mL™ of iron).

Plant material

The Rubia tinctorum plant was gathered in June
2018 in Sidi Bel Abbes (North-West Algeria). It
was identified by Dr. Righi K, Department of
Botany, University of Mustapha Stambouli,
Mascara, Algeria. The plant material was shade-
dried in a room for 15 days and pulverized using an
electrical grinder. A voucher specimen plant has
been deposited at the herbarium of the Sciences
Faculty, Mustapha Stambouli Umiversity (HAM 02
74).

Preparation of aqueous root extract

The aqueous extract of Rubia tinctorum L. was
prepared by maceration, using 10 g of powders of
the root soaked in 100 mL of distilled water for 2
days with constant stirring. The mixture was
filtered through Whatman filter paper No. 1.
thereafter the extract was freeze-dried. The
obtained residue was maintained at 4 °C (Bruneton
1999).
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LC-ESI-MS/MS analysis

The aqueous root extract of Rubia tinctorum was
subjected to LC-ESI-MS/MS analysis. The
compounds were separated on an Agilent Poroshell
120 EC-C18 column in reverse phase
(100 mm > 3.0 mm, 2.7 um). The column
temperature was fixed at 25 °C and the volume of
injection was 5 pL. The mobile phase consisted of
a linear gradient of acetonitrile -20 mM ammonium
formate (pH 3.0) (15/100; v/v). The injection rate
was 1 mL.min™".

The elution gradient was eluent A (water + 5mM
ammonium formate) and eluent B (acetonitrile +
0.1 % formic acid), the solvent flow rate was set to
0.250 mL.min"and the gradient was as follows: 1
min 40 % A — 60 % B; 2 min 70 % A — 30 % B;
3min70% A-30%B; 4min40% A-60%B; 5
min 10 % A — 90 % B. The Agilent 6460 triple
quadrupole mass spectrometer system model
tandem mass spectrometer and the electrospray
ionization source (ESI) operating in negative and
positive ionization modes were used. The
conditions of the LC-ESI-MS/ MS analysis were as
follows: capillary temperature 350 °C, nebulizer
N2 gas flow rate 15 L.min™, fragmentor voltage -
4,400 V. The collision energies (CE) were
optimized to generate optimal phytochemical
fragmentation and maximum transmission of the
desired product ions.

LC-MS/MS method validation analysis

To quantify 37 phytochemicals (17 flavonoids, 15
phenolic acids, 3 non-phenolic organic acids, 1
phenolic aldehyde, and 1 benzopyrene) in Rubia
tinctorum extract, a comprehensive LC-MS/MS
method was optimised and validated (Yilmaz et al.
2018). Spike and non-spike standard solutions were
used to determine the performance characteristics
of the method.

The developed method has been validated in terms
of linearity, inter-day and intra-day precision
(repeatability), accuracy (recovery), limits of
detection and quantification (LOD/LOQ), and
relative standard uncertainty (U % at 95 %
confidence level (k = 2)). The parameters are listed
in Table 1.
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Determination of Na, Ca, K

In a glass flask, 3 g of plant powder (roots) was
mixed with & mL of concentrated H,SO4
(98 %) and 2 mL of HCIO; (60 %) for 24 h, all
placed at a temperature of 80 °C using a sand bath
until the digestion material became a white powder.
After that, 8 mL of distilled water was added to the

powder. Finally, the mineral elements were
measured by a flame atomic absorption
spectrophotometer (NV202  spectrophotometer)
(Aboud 2010).

Determination of iron (Fe)

The iron was quantified spectrophotometrically by
the thiocyanate method. For this, the sample was
prepared using 5 g of the root powder, placed in a
muffle furnace at 600 °C for 3 h until completely
transformed into ashes. Ashes were mixed with 1
M hydrochloric acid and 5 mL of distilled water
and then filtered.

Thiocyanate solution was prepared using 38 g of
ammonium thiocyanate (NHsSCN), completed with
distilled water to a final volume of 500 mL. For the
standard curve, optical density was determined at
490 nm for five standard iron solutions (iron
concentrations: 2, 4, 6, 8, 10 x 10 — 5 M) mixed by
vortexing with 10 mL of thiocyanate solution. Iron
content in the root sample was determined using 10
mL of the sample placed in a dry test tube, then
mixed with 10 mL of the prepared ammonium
thiocyanate solution. The optical density of the
mixture was read at 490 nm. Iron content was
deduced from the standard curve. The results were
expressed in mg iron.100 g' of the sample
(Bhuvaneswari et al. 2015).

Experimental animals

Healthy male rats (aged 8 weeks, weighing 162 —
233 g) were used for acute and anti-anaemic
studies. They were obtained from the animal house
unit of the University of Mustapha Stambouli,
Mascara (Algeria), and kept in the experiment
room under normal environmental conditions with
a temperature of 22 + 3 °C, relative humidity
of 30 — 70 %, and 12 h light/dark cycle, with free
access to a regular diet and water.
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The experimental protocols were approved by the
Animal Research FEthics Committee of the
Mascarian ~ University, Mustapha  Stambouli
(ARECM) according to the Adelaide University
Animal Ethics Committee (Ethics number
M/76/98).

Acute toxicity test

To assess the acute oral toxicity of Rubia tinctorum
aqueous extract, the protocol of the Orgamzation
for Economic Cooperation and Development
(OECD 2002; Kifayatullah et al. 2015) was used
with slight modifications. The procedures were
carried out in two stages. For each stage 3 Wistar
rats were used. Twelve male rats weighing 170 +
7.5 and 232 + 7.02 g were randomly divided into
two groups of 6 each. A single dose of aqueous
extract was dissolved in distilled water at 2,000
mg ke body weight, and it was administered to the
first group by oral gavage while the control group
received only NaCl 9 %. All animals were
submitted to overnight fasting. The animals were
under surveillance for the first 4 h after
administration, and no food was given during this
time. After that, they were observed for 14 days
once a day for physical and behavioural changes.

Relative organ weight

To determine the relative weight, on the 15 day of
the experiment, the animals were sacrificed
(anesthesia), the weights of the following organs
were recorded in grams: liver, lungs, kidneys,
heart, and spleen. Relative organ weight was
calculated as follow (Eq. 1; Kifayatullah er al.
2015):

(Organ weight/body weight of the rat (on the day of
sacrifice)) x 100 % (1)

The percentage change in body weight
The percentage change in body weight of the
experimental ammals was calculated (Eq. 2; Desal

and Singh 2009):

(final body weight-initial body weight / final body
weight) x 100 (2)

Annexes

Analysis of hematological parameter for toxicity
tests

On the 15 day, all the animals were sacrificed by
anesthesia. The blood was collected from each rat
into an EDTA tube by an abdominal puncture.
Blood parameters were assessed using an automatic
counter (Abacus 380).

Analysis of biochemical parameter

Biochemical analyses were performed on their
serum after the cenfrifugation of the blood. The
biochemical parameters, including aspartate
transaminase (AST), alanine transaminase (ALT),
glycemia, urea, and creatinine were determined for
the control groups and treated groups. All analyses
were performed using a clinical chemistry analyzer
(Mindray BA-88A).

Anaemia test

It was carried out according to the approach used
by (Pandey et al. 2016), with some modifications.
Anaemia was induced in rats by intraperitoneal
injection of phenylhydrazine (PHZ) at 40 mgkg™
for 2 days. Rats that presented anaemia with a
hemoglobin concentration of less than 13 g.L*
were used in the study (Diallo er al. 2008).

The anaemic rats were divided into five groups (6
animals per group) and treated daily for
15 days. All four groups of animals were treated
with phenylhydrazine (PHZ) except Group (I). The
first group (control group) received (NaCl (0.9); 10
mLkg! body body weight). Group II (negative
group) received (PHZ ip. 40 mgkg™ body weight)
once daily for 2 consecutive days + (Nacl (0.9); 10
mLkg " body weight). Group III (positive control)
received (PHZ ip. 40 mgke" body weight) once
daily for 2 consecutive days + Standard treatment
(Orofer plus). Group IV received (PHZ ip. 40
mgkg ' body weight) once daily for 2 consecutive
days + Extract (200 mgkg™). Group V received
(PHZ i.p. 40 mgkg" body weight) once daily for 2
consecutive days + Extract (400 mgkg ™).

All tested drugs were administered orally.
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Analysis  of  hematological
antianaemic activity tests

parameters

for

The blood was collected from each rat into an
EDTA tube by ocular puncture before the induction
of anaemia (day 1); during the test (day 3); and at
the end of the test (day 15), were evaluated for
blood parameters using an automatic counter
(Abacus 380) (Pandey et al. 2016).

Statistical analysis

Data analysis was carried out using SPSS IBM 23
statistical package. Analysis of variance (ANOVA)
with Fisher’s LSD tests and #-test were used. The
data were presented as mean + standard error,
P<0.05 was considered statistically significant.

Results and Discussion
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LC-ESI-MS/MS analysis

In the present study, aqueous extracts of Rubia
tinctorum 1oots were assessed for phytochemical
composition, acute toxicity, and antianaemic
activity thereof. The percentage extraction yield of
the extracts was recorded as 18.8 %.

The phytochemical profile of R. tinctorum root
aqueous extracts investigated by LC-ESI-MS/MS
equipment report Fig. 1 and Table 1.

LC-ESI-MS/MS  analysis of Rubia tinctorum
aquenos aqueous extract revealed the presence of
many phytochemical compounds. The highest
amount was attributed to citric acid (165.80 pg.mg
) followed by ascorbic acid (64.99 pgmg?),
vanillic acid (52.88 pg.mg'), epicatechin (50.78
pgmg ), and 4-hydroxybenzoic acid (49.93
ngmg'), and eleven other compounds with
concentrations varying between 1.028 — 47.42

ug.mg’l.

+/-TIC MRM (** -> **) F-Ag-Aer.d (F-Ag-Aer)
x10 3 a
2.4 1 I

f

Counts

} o I |
M%M%Aw *"”Wj o s e A'Uw'"fh\“’\f“mf“\*ww’i

b d
e

T I I
85 9 95
Acquisition Time (min)

T T
75 8

Fig. 1. LC-ESI-MS /MS chromatogram of Rubia tinctorum aqueous extract. a — citric acid; b — 5-O-caffeoylquinic acid; ¢ — 4-

hydroxyibenzoic acid; d — vanillic acid; e — trans-ferulic acid.

Although Rubia tinctorum roots are widely used n
traditional medicine (Manojlovic ef al. 2005), a few
studies were found in the literature on the
phytochemicals composition of aqueous extract
thereof. According to the previous findings, a large
variety of phenolic compounds were identified in
the Rubia tinctorum rtoot. A study by Aboud
(2010) revealed the presence of anthocyanidins,
chalcone, and kaempferol. Similarly, a previous
mnvestigation using LC-ESI-MS/MS reported the
presence of further compounds that are munjistin,

pseudopurpurin, rubiadin, ruberythric acid,
pseudopurpurin, lucidin, primeveroside, and nor-
damnacanthal (Lajko et al. 2015). Thus, comparing
these results, the richness of R. tinctorum root in
terms of phenolic compounds’ diversity can be
confirmed.
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Mineral composition of aqueous extract

Table 2. shows the mineral content of Rubia
tinctorum roots. The results revealed the macro
mineral elements (sodium (Na), potassium (K),
calclum (Ca), and micro mineral elements (iron
(Fe)) at varying concentrations. These results are

Table 2. Mineral composition of Rubia tinctoruni root.

Annexes

consistent with those of Aboud (2010), who
indicated that the concentrations of sodium (Na),
potassium (K), and iron (Fe) in the root of Rubia
tinctorum were higher, whereas calcium (Ca) was
found to be at the lowest concentration.

Mineral component Na

Ca Fe

Content. ppm 0.115+0.01

1.68 £ 0.01

0.043 +0.02 3.32+0.07

The data present the mean value of three replicates + SD. ppm — parts per million; Na — sodium; K — potassium; Ca — calcium

and Fe —iron.
Study of acute toxicity

In the present study, the acute toxicity of the extract
was investigated using a single dose of 2000
mg/kg/body weight of the extract on 12 rats. The
mortality or morbidity was determined after 14
days. Besides morbidity, behavioral changes such
as respiration, temperature, convulsions, diarthea,
shaking, and itching were examined during the
period of the test, as reported in Table 3. The
administration of a single dose of aqueous extract
did not cause any sign of toxicity (morbidity or
mortality) in all animals. Similarly, no behavioral
changes were observed in rats.

On the other hand, our data showed no significant
change (P>0.05) in the liver, kidney, heart, and
pancreas weights in either treated or untreated rats
after 15 days (Table 4).

Besides, macroscopic observations of the organs
displayed neither morphological alterations nor
changes in their color texture.

The effect of the aqueous extract of Rubia
tinctorum on  haematological  parameters 1s
summarized in Table 5. We observed an increase in
the platelet count (PLT), mean corpuscular
hemoglobin  concentration = (MCH), mean
corpuscular volume (MCV) in treated rats
(P>0.05). However, white blood cells (WBC), red
blood cells (RBC), hemoglobin (HB), and
lymphocytes (LMY) were significantly decreased.
Regarding the biochemical parameter levels, the
results are shown in Table 6. Compared to the
control group, no significant changes (P>0.05) in
creatinine (Crea), glutamate-pyruvate transaminase

(TGP), triglycerides (Triglyc) and cholesterol
levels were observed. Moreover, a significant
decrease in urea and cholesterol was detected
(P<0.05).

According to our results, DL50 is superior to 2,000
mgkeg! A single dose of 2,000 mgke” did not
produce any visible signs or symptoms of toxicity
in all treated animals. In addition, we observed no
changes in the rat’s behavior, no toxic symptoms,
no changes in hematological parameters, and no
deaths. Therefore, based on the OCDE method of
acute toxicity, the Rubia tinctorum aqueous extract
can be considered a non-toxic substrate (OECD
2002).

Table 3. Clinical signs in acute oral toxicity study of Rubia
tinctorum aqueous extract in Wistar rats exposed for a dose
2,000 mg.kg™.

Observation Control group Treated group
Temperature NR NR
Food intake NR NR
Rate of respiration NR NR
Change in skin NO NO
Eye color NR NR
Diarrhea NP NP
General physique NR NR
Coma NO NO
Death NO NO
Drowsiness NP NP

Notes: NR — normal; NO — not observed; NP — not present.
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Table 1. Rubia tinctorum L. roots aqueous extracts LC-ESI-MS/MS analysis.

Compound Rt Ton transitions Ton. R2 DW Linearity range LOD L Recovery
[m/z] mode [ng.mg’) [ng. L] gL'l [pgLl’) [%]
Tartaric acid 1.696 149-87 Negative 0.999 ND 12.309 373 100.7
Citric acid 1.793 191.1-111 Negative 0.999 165.8091 6.237 189 100.55
Ascorbic acid 1.802 175.1-114.9 Negative 0.999 64.9996 7.75 235 99.6
Fumaric acid 1.821 115-71.1 Negative 0.999 16.0948 6.43 19.5 100.77
Maleic acid 1.821 115-71.2 Negative 0.999 ND 6 182 99.8
Chicoric acid 1.989 472.8-310.5 Negative 0.999 31.7746 50.16 152 89.1
Gallic acid 2.605 169-125 Negative 0.998 ND 9 54.6 989
5-O-caffeoylquinic acid 5.526 353-191 Negative 0.999 47.4291 250-2,000 64.68 196 86.2
4-Hydroxyibenzoic acid 6.531 137-93.1 Negative 0.999 49.9302 62.5-2,000 2376 72 100.7
Catechin 6.660 288.9-245.1 Negative 0.999 31.4229 2.57 78 100
Epicatechin 6.666 353-191 Positive 0.998 50.7805 29 8.8 100.6
Hesperidin 6.674 611.3-357 Positive 0.999 ND 32.67 99 99.5
Rutin 6.675 608.9-299.4 Negative 0.997 ND 285 85 97.8
Vanillic acid 6.687 167-151.8 Negative 0.998 52.8816 254 77 100
Syringic acid 6.703 197.1-181.8 Negative 0.999 ND 422 12.8 100.5
Caffeic acid 6.703 178.9-135.1 Negative 0.999 1.0283 25.74 78 99.7
Luteolin -7-glucoside 6.740 449-286.9 Positive 0.997 ND 16.5 50 100.6
Apigenin-7-O-glucoside 6.808 430.8-267.4 Negative 0.998 ND 18.24 553 100.8
Quercetin-3-glucoside 6.816 432.7-299.5 Negative 0.995 ND 9.87 299 100.1
Oleuropein 6.849 539.1-275.1 Negative 0.999 ND 17.35 52.6 101.9
Rosmarinic acid 6.875 358.9-160.7 Negative 0.998 27.9655 15.9 48.2 100.6
P-coumaric acid 6.919 163-119 Negative 0.999 10.2367 3 9.1 100.3
4- Hydroxybenzaldehyd 6.929 121-92 Negative 0.999 10.79 191 57 99.9
Trans-ferulic acid 6.968 193.1-133.9 Negative 0.998 51.0571 7.26 223 100.3
Gentisic acid 7.243 153-109 Negative 0.999 14.1623 44.55 135 99.9
Protocatechuic acid 7.243 152.9-108.9 Negative 0.999 30.2216 15.44 46.8 100.4
Quercetin 7.306 300.7-150.9 Negative 0.997 ND 14.85 45 98.8
Apigenin 7.555 269-117 Negative 0.999 ND 17.82 54 101.2
Naringenin 7.588 270.9-119.1 Negative 0.999 ND 2437 73.8 101.2
Trans-cinnamic acid 7.591 148.8-104.8 Negative 0.999 26.1761 13.59 41.2 102
Kaempferol 7.613 284.9-116.9 Negative 0.998 ND 12.39 375 101.1

Rt — retention time, FC — final concentration, ND — not detected, R2 — coefficient of determination, RSD —relative standard deviation, LOD/LOQ (pg.L") — limit of
detection/quantification, DW — dry weight.
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Table 4. Effects of the aqueous extract of Rubia tinctorum on the relative weight of organs and relative body weight in rats

during acute toxicity study.

Relative organ weight Relative
[%] body
Gr reight.
roup Heart Liver Spleen Kidney Lung “;,l,/% ]
Temoin 0.31+£0.02 3.16£0.44 0.32+0.03 0.63 £0.04 0.633 £0.03 4.88
ER 0.376 £0.04 3.606 = 0.39 0.35+0.06 0.608 =0.04 0.733£0.12 13.16

The data present the mean value of three replicates = SD. Results were analysed by standard r-test, treated group were
compared to the control group, P>0.05. ER — group treated with aqueous extract of Rubia tinctorum.

These results are in agreement with those of
Marhoume ef al. (2019) who found that the
butanolic extract had no toxic effects on treated
rats. Moreover, it was consistent with the study of
Karim et al. (2010), reporting that the tolerated
dose of aqueous extract of Rubia tinctorum was up
to 10 gkg' body weight in albino mice, and no
mortality and toxic symptoms were observed.

Table 5. Effects of Rubia tinctorum aqueous extract on
haematological parameter in rats during 14 d of oral acute
toxicity study.

Haematological Control Treated group
parameters group (2,000 mg. mL'])
WBC /10° uL? 12.2466 + 1.30 943+ 1.09
LYM/10° L 7.965+ 047 63433+ 1.62
RBC/10%uL?! 9.263 +0.30 7.26 +0.68
HB/gdL’ 17.06 % 1.19 14.166 = 1.15
CCMH /g. dr’? 33.9+0.78 33.9+0.78
PLT /10° uL?! 625.33 £ 108.7 652 +37
TCMH / pg 18.433 +0.83 19.5+026
PCV /% 54.33+3.05 57.333 +0.57

The data presents the mean value of three replicates + SD.
Results were analysed by standard #-test, the treated group
was compared to the control group, P>0.05. RBC - red blood
cells; WBC — white blood cells; HB — hemoglobin; LMY —
lymphocytes; PLT - platelet count; CCMH - mean
corpuscular hemoglobin concentration in red blood cells;
TCMH - mean corpuscular hemoglobin content in hematite;
PCV — packed cell volume.

Table 6. Effects of Rubia tinctorum aqueous extract on
biochemical parameter in rats during 14 d of oral acute
toxicity study.

Biochemical Control Treated group
parameter group (2,000 mg. mL'l)
Uree 0.56+0.01 0.386 £ 0.03
Crea 476 +0.30 4.7+0.26
TGO 66.69 £ 20.81 54.58 £ 13.65
TGP 32.3+3.39 32.2+6.89
Cholesterol 0.66 £ 0.05 0.48 £0.10
Triglyceride 0.4 +0.06 0423 +0.14

The data presents the mean value of three replicates + SD.
Results were analysed by standard /-fest, treated group were
compared to the control group; P>0.05. Crea — creatinine;
TGP — glutamate-pyruvate transaminase; TGO — aspartate-
amino transferase.

Anti-anaemic activity

The effect of acute administration of root aqueous
extract on haematological parameters is shown in
Tables 7, 8, and 9. The haematological parameters
were measured before the treatment (DO0), after
phenylhydrazine-induced anemia (D2), and up to
15 days.

As stated in Table 8, the treatment with
phenylhydrazine decreased RBC, HB, HT, MCH,
MCYV levels and increased MCHC level compared
to the control group.

Table 7. Estimation of haematological parameter before induction of the anaemia.

Hematological

parameter GR(D) GR(II) GR(III) GR (IV) GR(V)
RBC /10° uLT 82603 7+0.03 8.76+025  823+0.078  7.84+0.03
HB/gdL! 17.6+1.197 157043 17.9+0.31 16.3+0.117 163+0.06
HT / % 4583+230"" 43.28+022"7 5096+0.147 4799035 46.38 + 0.03
CCMH /g dL?  343+0727 3380027 352+032" 338027 3512237
MCH /l 17.7+0.64°" 19.5+0.02 352+032"7  33.8+0.27 351+223""
PCV /% 4059+ 01277 4328003  50.96+071 47.99+0.001"" 4638+0.04""

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, significantly different from the control group. Results were analyzed by ANOVA fest.
Values expressed are means = SD (n = 3). RBC — red blood cells; HB — hemoglobin; PCV— packed cell volume; HT —
haematocrit; CCMH — mean corpuscular hemoglobin concentration; MCH — mean corpuscular hemoglobin.
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Table 8. Estimation of haematological parameter after induction of anaemia.

Hematological

parameter GR(T) GR(II) GR(IID) GR(V) GR(V)
RBC /10’ uL! 832+051 4250035  466+004 472+021  4.63+0027
HbgdL® 17.78£026  11.35£035 11.1+0.21 12.05£0.15 1285007
Ht/ % 4588+0.337  35.98+226 38.01+033  36.58+035 38.12+0.02
CCMH/g. dL' 3392047 39.85+0.49 40+0217 52.8+345 3735=3.04
MCH /1 18.81+0517 17.8=141 18.6£0.49 174+037 18.15+0.07
PCV /% 41.33+247 3348+579 3025+£216  32.03+£586 42.62+355

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, significantly different from the control group. Results were analyzed by ANOVA test.
Values expressed are means + SD (n = 3). RBC — red blood cells; HB — hemoglobin; PCV— packed cell volume; HT —
haematocrit; CCMH — mean corpuscular hemoglobin concentration; MCH — mean corpuscular hemoglobin.

However, iron and root aqueous extract
administration significantly raised the levels of
RBC, HT, HB, MCH, and PCV (P<0.001) (Table
9). Indeed, iron treatment exhibited strong
improvement in the RBC levels (from 4.66 + 0.04
10° uL? to 6.96 = 1.25 10° puL™"). Similarly, the
aqueous extract enhanced RBC levels in a dose-
dependent manner, by 69.82 and 71.67 % for GR
IV and GR V, respectively. Moreover, an increase
of hemoglobin (HB) and hematocrit (Ht) in treated
groups (III, IV, and V) was noted as compared to
the anemic rat group (GR II).

Our results revealed that MCHC increased
considerably in all groups after treatment with
phenylhydrazine. However, aqueous exftract and
won resulted in a decrease of MCHC level from

38.01 +0.33,32.09 + 1.88,38.12 + 0.02 g dL ' to
30.55 £ 2.89, 31.3 £ 0.92, 32.86 = 0.65 gdL"' in
GR IIT, GR IV and GR V, respectively.

Our results are similar to those of Pandey et al
(2016) who reported a significant reduction in
haematological parameters in PHZ-injected rats
compared to a control group. This result is related
to the toxicity of phenylhydrazine. Indeed, the
administration of phenylhydrazine into the
bloodstream causes oxidative stress in erythrocytes,
membrane disruption, and embrittlement as well as
hemolysis which triggers events such as premature
ageing of erythrocytes, resulting in the lack of
hemoglobin and circulating erythrocyte (Ogbe et
al. 2010; Marhoume ef al. 2019).

Table 9. Estimation of haematological parameter after treatment.

Haematological

parameter GR(D GR(II) GR(ID) GR (V) GR(V)
RBC /10°uL?! 8.66 + 0.03 607030 696+125  6.76=035 646017
HB/gdL! 1780+ 0417 11950217 13252077 1266069 1292052
HT /% 46.02+1457 3528+086  30.6=127 32004188 3813170
CCMH g.dL 33.97+0.85  322+028 3055+289 3130927 32.86+ 0.65
MCH / fI* 18.98+0.10"  19.15+0.07  1835+190" 1843+061"" 2063+208"
PCV/ % 41.56+0.78""  33.28=0.86 426+127 34.09+230"  43.13+1.70"

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, significantly different from the control group. Results were analyzed by ANOVA test.
Values expressed are means + SD (n = 3). RBC — red blood cells; HB — hemoglobin; PCV—- packed cell volume; HT —
haematocrit; CCMH — mean corpuscular hemoglobin concentration; MCH — mean corpuscular hemoglobin.

As displayed in Table 9, the anaemia was restored
by daily oral administration of Rubia tinctorum
aqueous extract (200, 400 mg /kg/body weight) and
iron for 15 days. To the best of our knowledge, this
is the first study revealing the anti-anaemic activity
of the Rubia tinctorum plant, thus rendering the
comparison difficult.

There are several possible explanations for this
finding. The first one is that it might be due to its

composition of polyphenols. As indicated in Table
2, most of the compounds detected and identified
have been previously reported in the literature for
their  antioxidant and/or  anti-inflammatory
bioactivity. Ogbe et al (2010) reported that
secondary metabolites like flavonoids and alkaloids
repair free radical damage to red blood cells and
protect them from oxidative stress. Anthocyanins
have been used in strengthening kidney function,
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treating anaemia, promoting blood circulation, and
eliminating blood stasis in traditional Chinese
medicine (Sari e al. 2019). Moreover, Innih ef al.
(2020) reported that the aqueous leaf extract of
Spondias mombin caused stimulation of the
lymphoid follicle at different degrees, from mild to
moderate and increased the number of red blood
cells in the red pulp. Koriem et al. (2018) observed
that oral administration of 5-O-caffeoylquinic acid
for two-week protects against anaemia and mineral
disturbances in 4-tert-octylphenol toxicity by
enhancing oxidative stress and apoptosis in rats.
Furthermore, the return of haematological indices
in the treated group to normal ranges are not
necessarily related to the reported phytochemical
constituents (Ohadoma 2016), which brings us to
mineral elements. In fact, Musyoka ef al. (2016)
reported that copper and iron have synergetic
effects promoting hematopoiesis. Moerever, Sheth
et al. (2021) pointed out in their study that the anti-
anaemic activity of Raktavardhak Kadha can be
attributed to its iron content and it may prevent
hemolytic anaemia induced by phenylhydrazine.
Thus, it is not surprising to find a positive anti-
anaemic effect in our study, as iron is the most
abundant element in our plant.

Besides, the antianaemic effect of Rubia tinctorum
could be due to the presence of vitamins such as
ascorbic acid or organic acids. Many authors have
demonstrated that vitamin B6, vitamin B2,
vitamin C, vitamin E, and folic acid play an
important role in the erythropoietic mechanism,
especially in the presence of iron, copper, and other
elements such as cobalt (Musyoka et al. 2016). A
study performed by Zhang et al. (2020) on the
effects of malic and citric acids on growth
performance, antioxidant capacity, hematology,
and immune response of Carassius auratus gibelio
showed that the appropriate addition of citric acid
and malic acid to the diet regulated hematological
parameters and the expression of immune-related
genes and improved the antioxidant capacity of
Carassius auratus gibelio fish. Similarly, in a
previous study (Salovaara et al. 2002), it was
suggested that organic acids 1mprove iron
absorption. The researchers studied the effect of
tartaric, malic, succinic, citric and oxalic, and
fumaric acids on Fe (II) and Fe (III) uptake in the
human epithelial cell line Caco-2. The results
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showed that tartaric, malic, succinic, and fumaric
acids increased the uptake of Fe (II) and Fe (II),
and citric and oxalic acids increased the Fe (III)
uptake. Based on these results, it can be stated that
the presence of organic acids in our plant may be
one of the factors that contributed to the anti-
anaemic activity. Furthermore, Tang et al. (2013)
found that citric acid and L-malic acid have
protective effects on myocardial
ischemia/reperfusion injury, which may be
assoclated with their anti-inflammatory, antiplatelet
aggregation, and direct protective effects on
cardiomyocytes.

In summary, these findings showed remarkable
antianaemic effects. It constitutes a scientific basis
justifying the traditional use of Rubia tinctorum in
anaemic disease.

On the other hand, in future studies, it will be better
to measure also the ferritin and serum vitamin
levels which are important markers in anaemia
diagnostic.

Conclusion

This is the first report on the antianaemic activity
of the aqueous extract obtained from the roots of
Rubia tinctorum. Based on these results, it can be
concluded that the LD50 of the aqueous extract of
Rubia tinctorum roots was much above 2,000
mg. kg and that oral administration of this extract
up to 400 mgkg' is safe for nutrious and
therapeutic uses. Furthermore, it can be suggested
that the root of Rubia tinctorum L. has an anti-
anaemic effect, mhibiting the hemolysis of red
blood cells. The antianaemic activity may be due to
the composition of the extract contents including
polyphenols, iron, and other non-identified
molecules. Therefore, Rubia tinctorum extract
could be a promising treatment for anaemia.

Further studies are required to understand the
mechanism involved in the anti-anaemic action of
Rubia tinctorum and to identify active constituents
of the plant.
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