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Résumé

Prunus cerasus L. (PC), communéement appelé cerisier acide, de la famille des Rosaceae. Cet arbre a
feuilles caduques est caractéristique de la région de Tlemcen. L'objectif de cette étude est de réaliser
un screening phytochimique-afin d’évaluer les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-
obésité de I'extrait de feuilles de cerisier acide.

L’obésité est induite chez le rat Wistar par un régime riche en graisse (HFD) pendant 14 semaines.
Aprés la vérification de 1’obésité en calculant 'indice de Lee, les rats ont été divisés en : Groupe 1 :
les rats ont poursuivi leur régime HFD. Groupe 2 : les rats ont recu I'extrait de PC en combinaison
avec le HFD (HFD+PC). Groupe 3 : les rats obeses ont été soumis au traitement medicamenteux
d'orlistat (30 mg/kg p.c.) (HFD+ Orl). Groupe 4 : ce groupe comprend les rats qui ont suivi un régime
standard tout en étant traités par I'extrait de PC (ND+PC). Et un groupe 5 témoins qui ont recu une
alimentation normale ND. Les propriétés anti-inflammatoires sur les macrophages RAW 264.7 in
vitro et le mode¢le d'cedéme de la patte droite du rat cause par la carragénine in vivo ont été investigues
par la suite.

L'analyse de HPLC montre que 1’acide chlorogénique était le composé phénolique prédominant dans
I'extrait de feuilles de cerisier acide. L'extrait de PC présente un effet antioxydant important déterminé
par les tests DPPH et FRAP. Le traitement par 1’extrait aqueux de PC ou d’Orlistat améliorent le
profil lipidique et induisent une perte de poids estimé a 9,84% et 15,61% respectivement. Les coupes
histologiques de foie, rein et tissu adipeux des rongeurs démontrent également I'efficacité de cet
extrait. L'extrait aqueux de PC n'a pas eu d'effet cytotoxique sur les macrophages des cellules RAW
264.7 tout en inhibant la production de nitrite de maniére dose-dépendante (L’IC50 de NO 58,25 +
0,36pg/mL). Le modele d'eedeme de la patte de rat induit par la carragénine confirme le potentiel
anti-inflammatoire de I'extrait comme le Diclofénac (médicament de référence) en réduisant
I'épaisseur de la patte de 78,50 et 75,18 % respectivement.

Les feuilles de cerisier acide pourraient donc potentiellement étre intéressantes pour une utilisation

thérapeutique dans le contrdle de I'obésité et le traitement de I'inflammation.

Mots-clés : Cerisier acide, feuilles, anti oxydant, anti obésité, anti inflammatoire, Orlistat,

macrophage, HPLC.




Abstract

Prunus cerasus L., commonly known as sour cherry, belongs to the Rosaceae family. This deciduous
tree is characteristic of Tlemcen region. The aim of this study is to carry out the phytochemical
screening to assess the antioxidant, anti-inflammatory and anti-obesity properties of sour cherry leaf
extract (PC).

The obesity is induced in Wistar rats by a high-fat diet (HFD) for 14 weeks. After the confirmation
of obesity by calculating the Lee index, rats were divided into: Group 1: rats continued taking the
HFD . Group 2: rats received PC extract in combination with HFD (HFD+PC). Group 3: obese rats
were treated with the medicament Orlistat (30 mg/kg bw) (HFD+ Orl). Group 4: rats fed with standard
diet treated with PC extract (ND+PC) And Group 5: a control group fed with Normal diet (ND). The
anti-inflammatory properties on RAW 264.7 macrophages in vitro and the carrageenan-induced rat
paw edema model in vivo were subsequently investigated.

HPLC anlysis showed that chlorogenic acid was the predominant phenolic compound in sour cherry
leaf extract. PC extract exhibited a significant antioxidant effect, as determined by DPPH, FRAP.
Treatment with PC extract and Orlistat improved the lipid profile and reduced body gain to 9.84%
and 15.61% respectively. Histological sections of rodent liver, kidney and adipose tissue also
demonstrate the efficacy of this extract. PC aquoeus extract had no cytotoxic effect on macrophages
in RAW 264.7 cells, and inhibited the nitrite production in a dose-dependent manner (NO IC50 58.25
+ 0.36pg/mL). The carrageenan-induced rat paw edema model provided the anti-inflammatory
potential, same as Diclofenac (reference drug), in reducing paw thickness by 78.50 and 75.18%
respectively.

Therefore, sour cherry leaves could potentially be interesting for therapeutic use in controlling obesity

and the treatment of inflammation.

Keywords: sour cherry, leaves, antioxidant, anti obesity, anti inflammatory, Orlistat, macrophage,
HPLC.
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Introduction

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), les maladies d'origine inflammatoire
représentent le danger majeur pour la survie humaine (Ginwala et al., 2019). L'inflammation est la
réponse defensive du systeme immunitaire contre divers agents pathogénes et signaux de danger
cellulaires, médiée en particluier par des cellules immunitaires comme les macrophages
(Austermann et al., 2022). Le processus inflammatoire peut étre causé par plusieurs facteurs tels
qu'une infection microbienne, virale ou fongique, des lésions tissulaires ou des réactions auto-
immunes, qui se caractérisent fréquemment par des rougeurs, des gonflements, des douleurs, de la
chaleur et méme une perte de fonction des tissus (Chen et al., 2018a; Medzhitov, 2008a). La
persistance du déclencheur nocif ou une résolution déficiente du processus peut évoluer vers vers un
état d'inflammation chronique de bas niveau (Cifuentes et al., 2025). Cet état est fortement associé
au développement de plusieurs maladies chroniques de plus en plus répandues et graves, telles que
I’obésité (Balderas-Pefia et al., 2023).

Durant ces récentes années, I’obésité s’est imposée comme un sérieux enjeu de santé affectant
plus d'un tiers de la population mondiale, plus de 1,9 milliard d'adultes et pres de 400 millions
d'enfants et d'adolescents sont en situation de surpoids ou soufrent d’obésité (Moschonis et
Trakman, 2023). L’obésité se caractérise par un déséquilibre entre la consommation et la dépense
énergitique, conduisant a une formation excessive de graisse qui s'accumulent notamment dans les
adipocytes (Aloo et al., 2023). Le régime alimentaire est surement I'un des éléments majeurs qui
favorisent I'obésité (Bastias-Pérez et al., 2020). Les thérapeutiques destinés pour le traitement de
I'obésité, comme I'Orlistat, peuvent entrainer des maladies gastro-intestinales, une géne abdominale
et des flatulences(Grudén et al., 2021).

Il est donc nécessaire d'identifier des traitements alternatifs sirs et efficaces. Par conséquent,
plusieurs plantes sont couramment utilisées pour la réduction du poids, et la gestion ou le traitement
des inflammations en raison de la présence des métabolites secondaires qu'elles contiennent tel que
les polyphénols (Rodriguez-Pérez et al., 2019; Zamani-Garmsiri et al., 2022). La consommation
réguliere de polyphénols est liée a une baisse de I'adiposité, une amélioration du profil lipidique, ainsi
qu'a des effets antioxydants et anti-inflammatoires (Castro-Barquero et al., 2018).

Prunus cerasus L., communément appelé cerisier acide, est un arbre a des feuilles caduques qui
appartient a la famille des Rosacées,tres connu par sa richesse en composés phénoliques (Serradilla
et al., 2016; Stoner et al., 2008).

Plusieurs études fournissent des preuves potentiels des bienfaits du fruit sur la santé, comme par
exemple un effet positif sur les maladies cardiovasculaires (Moosavian et al., 2022), le cancer
(Shenouda et al., 2022), I’inflammation et le diabete(Markovics et al., 2020). Cependant, peu de

travaux ont été consacrés a ses feuilles.
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Dans la présente thése, nous avons déterminé le potentiel antioxydant de I'extrait aqueux de
feuilles de cerisier par les tests : DPPH et FRAP et d’identifier certain molecule bioactifs par HPLC.
Pour ajouter de la nouveauté a notre travail, nous avons évalué I'effet anti-obésité in vivo en utilisant
un médicament de référence : I'Orlistat. Nous avons également étudié pour la premiere fois les effets
histologiques en examinant le foie, les reins et les tissus adipeux.

Dans un autre volet, les propriétés anti-inflammatoires sur les macrophages RAW 264.7 in
vitro et le modéle de I’cedéme de la patte droite du rat causé par la carragénine in vivo ont également
été investigués.

Pour traiter les différents aspects du sujet, nous avons organise le manuscrit comme suit :

La premiére partie est consacrée a 1’étude bibliographique comprenant des informations sur
le stress oxydant, les différents types d’antioxydants et leurs mécanismes. Nous avons donné un
apercu sur I’inflammation en citant quelques aliments en tant qu’anti inflammatoire. Apres avoir
discuté de I'obésité, de ses causes et de son traitement, nous explorerons la relation entre le stress
oxydatif, I'inflammation et I'obésité. Finalement une monographie sur la plante de cerisier acide est
abordée.

La deuxieme partie comprend deux chapitres dont le premier est axée sur le matériel et les
méthodes suivies pour évaluer 1’activité antioxydante, anti inflammatoire et anti obésité. Quant aux
résultats obtenues, nous les présenterons, discuterons et comparerons a d’autres travaux similaires.

Le manuscrit est accompli par une conclusion générale et des perspectives envisagées.
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Le métabolisme normal du corps humain produit diverses espéces réactives de 1I’oxygene
et de I’azote. Ces especes peuvent étre radicales ou non radicales et ont des degrés de
réactivité variables. VVu leur role crucial dans 1’organisme humain, notamment dans la contribution a
la transmission des signaux et au systeme immunitaire, leur présence doit étre équilibrée par le
mécanisme de défense antioxydant (Garcia-Caparros et al., 2021). Le corps humain dispose d'un
excellent systeme intrinséque d'antioxydants enzymatiques, ainsi que de divers antioxydants non
enzymatiques (Muscolo et al., 2024). La modification de I'équilibre entre les agents oxydants et les
antioxydants en faveur des premiers est appelée « stress oxydatif », dans lequel les espéces réactives
peuvent entrainer des dommages oxydatifs aux biomacromolécules comme les protéines, les glucides,
les lipides et 'ADN. Ces dommages oxydatifs contribuent souvent a de nombreux états pathologiques
et maladies (Kiran et al., 2023a). Les aliments en particulier les fruits, légumes, herbes et épices,
principalement riches en polyphénols, constituent une source essentielle d'antioxydants (Lang et al.,
2024).

Dans ce chapitre, nous détaillons ces concepts avec encore plus d'explications sur 1’origine du
stress oxydant en détaillant le systéme d’antioxydants et leurs mécanismes.Pour mieux saisir
I'importance vitale des antioxydants dans notre quotidien, nous ferons référence a plusieurs études

concernant les aliments riches en antioxydants.
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I. Radical libre

Un radical libre est connu par les termes espéces réactives d’oxygeéne (ERO) ou espéces réactives
d’azote (ERA). Les radicaux libres désignent des molécules ou des parties de molécules contenant un
ou nombreux électrons au niveau de son orbitale externe, dont la présence les rend extrémement
réactifs (Poprac et al., 2017). ERO ou ERA se forment donc lors des réactions de transfert d'électrons,
en perdant ou en acceptant des électrons(Halliwell et Gutteridge, 2015). Quand les molécules
d’oxygene se divisent en atomes simples avec des ¢électrons non appariés, elles se transforment en
radicaux libres instables qui tentent de trouver d’autres molécules ou atomes auxquels se lient. Dans

le cas ou cette situation persiste, le stress oxydatif peut se manifester (Jamshidi-kia et al., 2020)

Il. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre les systemes pro-oxydants et les antioxydants
(Munteanu et Apetrei, 2021). En présence d'une surabondance de radicaux libres, un systeme
biologique peut développer diverses affections, telles que I'athérosclérose, le cancer, le paludisme, la
polyarthrite rhumatoide, le syndrome de fatigue chronique et les maladies neurodégénératives y

compris Alzheimer, Parkinson et Huntington (Surai et al., 2019)

I11. Antioxidants

I11.1 Définition
Un antioxydant est un compose dont sa présence dans I'alimentation ou I’0organisme, méme en petites
quantités par rapport a un substrat susceptible d'étre oxydé, permet de retarder, de contrbler ou

d'inhiber ses processus d'oxydation (Bedlovi¢ova et al., 2020; Munteanu et Apetrei, 2021).

111.2 Les types
Les systemes antioxydants de défense des cellules de I'organisme permettent de les préserver des
dommages causés par les espéces réactives. On qualifie ces systémes d'endogénes et ils peuvent étre
soit enzymatiques, soit non enzymatiques. Parmi ces systemes, on retrouve d'autres provenant de
I'alimentation et appelés systemes antioxydants exogenes, qui ne sont pas enzymatiques (Mathew et
al., 2011; Munteanu et Apetrei, 2021). Les antioxydants peuvent étre répartis en fonction de leur
mécanisme d'action, de leur localisation cellulaire et de leur origine (Santos-Sanchez et al., 2019)
(Figure 01).

111.2.1 Systéemes antioxydants enzymatiques

I11.2.1.a Antioxydants enzymatiques primaires

Superoxide dismutase (SOD)
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Elle représente la premiere barriere de défense contre I’ERO en permettant la conversion du
superoxyde en oxygene et en peroxyde de 1’hydrogene. Son activité nécessite les cofacteurs zinc,
cuivre, magnésium et fer selon 1’isoforme (Amir Aslani et Ghobadi, 2016; Sunitha, 2016).
Catalase (CAT)

Elle permet de finaliser le processus de détoxification entamée par la SOD en transformant le
peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene en présence des cofacteurs fer et magnésium (Nandi et
al., 2019).

Glutathion peroxidase (GPx)

Elle permet la catalyse de la réduction et la suppression du peroxyde d’hydrogéne et les peroxydes
ROOH en eau par 1’oxydation du glutathion réduit (GSH) (Rahman, 2007).

Peroxiredoxins (Prxs)

Des peroxydes tels que le H20- et divers hydroperoxides alkyls sont réduits. La présence de résidus

cystéines dans son site actif favorise la diminution de ces molécules (Goncalves et al., 2012).

111.2.1.b Antioxydants enzymatiques secondaires
La Glutathion réductase (GSR) catalyse la réduction du GSH,, tandis que le glucose-6-phosphatase
permet la régénération du NADPH (Sudhahar et Fukai, 2014).

111.2.2 Systémes antioxydants non enzymatique

111.2.2.a Systemes antioxydants non enzymatiques endogene

Composés thiol Glutathion (GSH/GSSG)

Il s'agit d'un antioxydant a base de cystéine. Le radical instable est libéré par le groupement thiol de
la cystéine du glutathion réduit (GSH). Les deux composés de GSH se combinent pour former I'oxyde
GSSG (Pompella et al., 2003).

Systeme thioredoxine Trxs

C’est un composé de NADPH, thioredoxine reductase (TrxR) et thioredoxine (Trx) qui permet la
réduction des disulfides au niveau de protéines et peptides (Holmgren et al., 2005).

Systeme glutaredoxine

C’est un compose de la protéine Grx, GSH de NADPH, thioredoxine reductase (TrxR) et thioredoxine

(Trx). Il réduit des disulfides au niveau de protéeines (Holmgren et al., 2005).

Acide lipoique
Situe dans les membranes et le cytosol, cet antioxydant joue différentes fonctions telles que la capture
des especes réactives, la chelation des métaux et la réparation des protéines oxydees, ainsi que la

régénération de certains antioxydants( Rahman, 2007).
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Mélatonine

Il se trouve dans la partie mitochondriale des cellules, a de nombreux effets protecteurs sur diverses
fonctions physiopathologiques (Mathew et al., 2011). Il élimine directement les ERO/ ERA et
augmente le processus de synthése des antioxydants enzymatiques (Torres et al., 2015).

Coenzyme Q10

C’est un antioxydant endogéne synthétisé dans la région intercellulaire. 1l protege les phospholipides
membranaires contre les dommages causes par les peroxyde et participe aussi a prévenir la fibrose

hépatique en réduisant le stress oxydatif, I'inflammation et I'hyperinsulinémie (Malik et al., 2021).

111.2.2.b Systéemes antioxydants non enzymatiques exogenes

L'expression exogene fait référence a un antioxydant qui ne fait pas partie de I'organisme. On
distingue les antioxydants exogénes en fonction de leur origine, qu'ils soient synthétiques ou
naturels(Gupta, 2015).

Antioxydant synthétiques.

Ils sont la plupart du temps phénoliques. Les composants les plus couramment disponibles et
commercialisés sont le BHA (Butylhydroxyanisol), le BHT (butylhydroxytoluen), le TBHQ (tert-
Butylhydroquinon) et les antioxydants esters issus du gallate (Wang et al., 2021).

Antioxidant naturels

Essentiellement les vitamines comme 1’acide ascorbique (VIT C) et I’a tocophérol (VIT E) ainsi que
lespigments naturels, notamment les caroténoides, les flavonoides et les anthocyanidines, déterminent
des métabolites secondaires essentiels, qui jouent de multiples roles tout au long le cycle de vie des
végétaux (Amir Aslani et Ghobadi, 2016).
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Antioxydant
|
[ |
Enzymatique Non enzymatique
| |
l l l l
Primaire Secondaire Endogéne Exogene
|
[ |
GSSH, Trxs,
GSH, Glucose6- Glutaredoxine, Acide -
SOD,CAT,GPx,Prxs phosphate lipoique, Mélatonine, Naturel Synthétique
Q10

VITC, VITE, les
caroténoides, les
flavonoides,les
anthocyanidines

BHA, BHT, TBHQ

Figure 1 : Schéma des antioxydants et de leurs principales classes (Originale).

111.3 Mécanisme d’action des antioxydants

Le systeme de défense d’antioxydants protége les biomolécules et I'organisme contre les dommages
oxydatifs et réduisent les damages causés par les especes réactives d'oxygéne. Quand une
concentration élevée d’ERO est présente dans un organisme, le systéme antioxydant interne est altéré
et, de ce fait, il n’assure pas une protection totale de l'organisme. L'organisme peut utiliser des
antioxydants exogenes provenant des aliments pour compenser ce manque en antioxydants, tels que
les vitamines E et C, ainsi que les polyphénols issus des végétaux (Kiran et al., 2023b).

Le schéma (figure 02) met en lumiére le réle crucial des antioxydants dans la defense de I'organisme
contre les effets nefastes des radicaux libres. L'antioxydant, en cédant son électron supplémentaire,
stabilise le radical libre, le rendant moins réactif et I'empéchant de causer des dommages. Ainsi,
I'antioxydant se consacre d'une certaine maniére pour la protection des cellules. Ce processus de
neutralisation des radicaux libres est essentiel pour prévenir le stress oxydatif, un déséquilibre qui

peut contribuer au vieillissement et a diverses maladies.
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Electron impair

Don +

Antioxydant Radical libre

Figure 02 : Mécanisme

d'action des antioxydants (https://www.ie-antioxydants.com/paot/).

111.4 Aliments riches en antioxidant

Depuis de nombreuses années, des extraits de plantes, d'épices et d’herbes culinaires sont ajoutés afin
d’améliorer le goQt et augmenter le délai de conservation des aliments. Ces extraits sont riches en
composés a forte activité antioxydante, comme les polyphénols (Lépez-Pedrouso et al., 2022).

Les polyphénols sont des éléments bioactifs que les plantes produisent. Ils possedent des groupes
phénoliques qui ont la possibilité de capter un électron ainsi que former des radicaux phénoxyles
plutdt stables, ce qui entraine une perturbation des réactions d'oxydation en série des composants
cellulaires (Guo et al., 2023; Surai et al., 2019). Des métabolites secondaires que l'on trouve
couramment dans tous les régimes alimentaires humains, y compris les fruits, légumes et boissons tel
que le thé et cacao (Flemming et al., 2021). Par ailleurs, diverses recherches ont révélé gu'une
consommation quotidienne de fruits et Iéegumes est bénéfique a la santé (Pruteanu et al., 2023). De
nombreux aliments sont riches en antioxydants et de composeés phytothérapeutiques, nous en classons
dans le tableau ci-apres :


https://www.ie-antioxydants.com/paot/

Chapitre | : Radicaux libres, stress oxydatif et antioxydants

Tableau 1 : Aliments riches en antioxidant.

Aliment Composant antioxidant Mode d’action Références
Tomate Caroténoides, acide ascorbique | une  réduction du | (Borguini et Ferraz Da
et composeés phénoliques. risque de contracter | Silva Torres, 2009)
divers types de cancer
et de maladies
cardiovasculaires
les épinards | Fer, acide folique et vitamine B | Proprités (Metha & BelemkKar,
antiprolifératif, anti- | 2014)
inflammatoire et
antihistaminique
Le brocoli Vitamine C, fibres et de calcium | la  possibilitt¢  de | (Ke et al., 2021).
retarder
l'inflammation et de
réduire  le  stress
oxydatif
Myrtille L'anthocyanine prévient la formation | (Ribera-Fonseca et al.,
de cellules | 2020)
cancéreuses.
a un effet curatif sur
les infections urinaires
Gingembre | les flavonoides du gingembre, | réduire la production | (Rostamkhani et al.,
tels que les gingérols, les | de radicaux libres 2022)
shogaols et les gingérons
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Suivie des signes physiques de chaleur, de gonflement, de rougeur et de douleur,
I'inflammation représente une réponse physiologique de la premiere ligne non spécifique
du corps a des agents pathogénes, des cellules affectéese, produits chimiques ou meme d’une
irradiation (Kaur et Singh, 2022). Cette perturbation cause un désiquilibre entre les médiateurs pro-
inflammatoires et anti-inflammatoires. Ces médiateurs comprennent diverses cytokines et
chimiokines, macrophages, cellules dendritiques et lymphocytes B (Moudgil et Venkatesha, 2022).
Bien qu’il existe de nombreuses thérapeutiques anti-inflammatoires, les réactions associees a leur
utilisation a long terme empéchent de contréler efficacement le processus de la maladie. Par
conséquent, les produits naturels offrent des compléments et des substitus prometteux a cet égard
(Grosso et al., 2022a).

Dans le chapitre suivant, nous démontrons la cascade de signalisation au cours de la réponse
immunitaire pendant l'inflammation. En outre, nous donnons un apercgu sur les anti-inflammatoires
stéroidiens et non stéroidiens, puis nous illustrons les effets d’une alimentation riches en

antiinflammtoire sur la régulation de processus de 1’inflammation.
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I. Définition de ’inflammation

L'inflammation représente un processus physiologique et défensif d'organisme hote face aux
envahisseurs étrangers tels que les pathogenes (Gonzal et al., 2020). L'inflammation est caractérisee
par une série d”'interactions notament I'activation des enzymes, la libération de divers médiateurs
chimiques, la migration des cellules, la libération des fluides, les Iésions et la réparation des tissus
(Karim et al., 2019).

I1. Le processus inflammatoire
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Figure 03 : Schéma de la réaction inflammatoire (Harle, 2022).

La figure 03 illustre le processus de I’inflammation contre les infections et les 1ésions tissulaires.
Tout commence par I’introduction d’un agent pathoghéne ou d’un agent 1ésionnel dans les tissus. Les
cellules résidentes des tissus, tel que les cellules dendritiques et les macrophages, reconnaissent aprés
les structures moléculaires liées aux agents pathogénes ou signaux de danger grace a des récepteurs
spécifiques (la détection de 1’agent infectieux) (Janeway, 2001) . La libération des médiateurs
chimiques notamment des cytokines et des chimiokines, qui vont amplifier et coordonner la réponse
inflammatoire (Medzhitov, 2008b). Ces médiateurs provoquent une vasodilatation locale,
augmentant le flux sanguin (rougeur et chaleur) et la perméabilité des vaisseaux sanguins, permettant

la sortie de plasma (gonflement) et le recrutement des cellules immunitaires (Pober et Sessa, 2007).
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Ensuite, les leucocytes (neutrophiles, monocytes) présents dans le sang sont attirés par les
chimiokines (chimiotactisme) et migrent a travers la paroi des vaisseaux sanguins (le diapédése) pour
atteindre le site de l'infection (Ley et al., 2007). Au final, ce sont les leucocytes, en particulier les
macrophages et les neutrophiles, qui phagocytent et éliminent les agents infectieux (Aderem et
Underhill, 1999) ( la phagocytose et L’¢élimination de I'agent infectieux). L'inflammation s’exprime
souvent par la douleur, qui est régulée par des composés tels que la prostaglandine et I'histamine,
activant les nocicepteurs (les récepteurs de la douleur) (Tracey, 2002).

I11. Les types de ’inflammation

I11.1 L'inflammation aigué

L'inflammation aigué est une réponse rapide du systéeme immunitaire aux microbes, aux substances
étrangeres ou a toute autre lésion cellulaire. (Jitta et al., 2019). 1l s'agit des processus déclenchés
comme la sérotonine et I'histamine, I'élévation du pénétrabilité vasculaire, la libération de facteurs
chimiotactiques et I’expression accrue des molécules d'adhésion sur des cellules endothéliales (Nair
, 2022). Les inflammations aigués guerissent spontanément ou avec une medication, mais peuvent

causer des séquelles si la destruction tissulaire est vraiment sérieuse (Peter et al., 2010).
111.2 L'inflammation chronique

L’inflammation chronique Se caractérise par une présence des lymphocytes, des macrophages et des
plasmocytes dans les tissus. Les macrophages produisent des cytokines qui stimulent la prolifération
des fibroblastes pour fixer le collagéne et activer les autres macrophages et lymphocytes pour libérer
des médiateurs responsables des réponses inflammatoires (Peter et al., 2010). L'inflammation
chronique se définit comme une condition dans laquelle la réponse inflammatoire est active pendant
une durée prolongée. Lors d'une inflammation chronique, les Iésions tissulaires et le processus de

I'inflammation se déroulent simultanément (Jitta et al., 2019).

Sang périphérique Site inflammatoire Site inflammatoire
_————
Recrutement des m SR "5 ° o
cellules immunitaires ® o 0
) => 2| @ @0 o E:’) Migration
@ . O LW oo
L S & °
O O = @ @ oo
Mort cellulaire

Figure 04 : L’inflammation aigué et chronique (Noack et Kolopp-Sarda, 2018).
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A. Dans la premiere phase de I’inflammation, les neutrophiles (1) sont les cellules initiales
recrutées. Ainsi, la production de cytokines et de chimiokines affecte les cellules endothéliales
et favorise par la suite le regroupement les monocytes et les cellules déndritique (2), suivie par
les lymphocytes (3). (Noack et Kolopp-Sarda, 2018).

B. La phase de résolution commence dés que l'agression est maitrisée par la libération des
cytokines, le déplacement hors du lieu d'inflammation et mort des cellules. Cette phase de la
résolution n'est pas observée lors d'une inflammation chronique. L'hyperplasie et la détérioration
du tissu sont favorisées par la persistance de l'infiltration immunitaire. (Noack et Kolopp-
Sarda, 2018).

IV. Les cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est médiée par une variété de cellules, chacune ayant un réle spécifique.
Les cellules résidentes initient la réponse, tandis que les leucocytes recrutés amplifient et résolvent

I'inflammation.
IV.1 Les cellules résidentes
11 s’agit des cellules qui forment la premiere ligne de défense

IV.1.a Les macrophages

Ce sont les cellules immunitaires résidentes ou infiltrées dans les tissus qui exercent des fonctions
essentielles dans I'homéostasie et I'inflammation des tissus (Orecchioni et al., 2019). Ces cellules
sont des composants importants du systeme des phagocytes mononucléaires et occupent une place
cruciale dans le déclenchement, le maintien et la résolution du processus inflammatoire. Au cours de
I'inflammation, les macrophages exposent des antigenes, subissent une phagocytose et controlent la

réaction immunitaire par la sécrétion des cytokines et des facteurs de croissance (Chen et al., 2018b).
IV.1.b Les cellules dendritiques

Des cellules présentatrices d'antigenes les plus actives, les plus puissantes et les plus spécialistes du
systeme immunitaire. Elles induisent et dispersent une réponse immunitaire primaire en stimulant les
cellules T naives et contribuent a I'induction et le maintien de la tolérance (Zanna et al., 2021).
IV.1.c Les mastocytes

Ils ont des granules cytoplasmiques qui servent comme des dépots des médiateurs solubles qui

fonctionnent dans de plusieurs aspects de la reaction inflammatoire. Les mastocytes liberent des
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hormones comme les prostaglandines, les leucotriénes et I’histamine qui contribuent a la réaction de
I’inflammation en agissant comme médiateurs de la vasodilatation et de l'augmentation de la
perméabilité vasculaire caractéristiques de la réponse vasculaire aigué (Germolec et al., 2018;
Zakaria et al., 2012).

V.2 Les leucocytes Recrutés
IVV.2.a Les neutrophiles

Au cours de I’inflammation aigue, les neutrophiles sont les cellules initiales recrutées sur le site
d’inflammation pour digérer les résidus de la phagocytose. Toutefois, ils peuvent également étre

libérés et causer des dommages aux tissus de I'néte sur le site inflammatoire (Germolec et al., 2018).
V1.2.b Monocytes

Les monocytes ont la capacité d'étre recrutés dans la moelle osseuse et de poursuivre leur

différenciation en macrophages ou cellules dendritiques (Germolec et al., 2018).
IV.2.c Les lymphocytes T et B

Lors de I'inflammation chronique, les lymphocytes des types T et B peuvent produire des anticorps
ou des cytokines qui contribuent aux plusieurs dommages tissulaires ou au recrutement des cellules
inflammatoires. Les cellules innées des lymphocytes, qui ne possédent pas de récepteurs antigéniques
spécifiques aux lymphocytes, produisent des cytokines qui sont utilisées pour lutter contre les

infections et les affections inflammatoires (Sonnenberg et Artis, 2015).

V. Traitement de ’inflammation

Les traitements les plus souvent recommandés pour traiter I'inflammation sont les anti-inflammatoires

stéroidiens et les anti-inflammatoires non stéroidiens.
V.1 Anti-inflammatoires stéroidiens AIS (Glucocorticoides)

Les glucocorticoides sont considérés comme les thérapeutiques anti-inflammatoires les plus efficaces
disponibles pour le traitement de diverses maladies inflammatoires et auto immunes (Ingawale et
Mandlik, 2020). Les hormones corticostéroides exercent differents effets physiologiques sur
plusieurs cellules, telles que cellules T, macrophages, eosinophiles, neutrophiles, mastocytes, cellules

endothéliales et cellules épithéliales (Ordonez et al., 2014).
V.2 Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
Ils sont performants pour atténuer la douleur, la fievre et I'inflammation. Ce sont les médicaments les

plus recommandés pour le traitement des affections inflammatoires. Dans cette catégorie, on retrouve
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des substances comme le diclofénac, I'indométhacine et I'ibuproféne. Cet ensemble de médicaments

bloque I'action des médiateurs endogénes de I'inflammation (Al-Harrasi, 2020).

Les corticostéroides et les AINS sont utilises pour traiter l'arthrite en tant que traitement
symptomatique. La biothérapie comme les immunosuppresseurs en combinaison avec des agents anti-
rhume modifiant de la maladie pour traiter efficacement de I'arthrite rhumatismale. Parmi les effets
secondaires majeurs des AINS figure la toxicité gastro-intestinale, incluant les problémes
cardiovasculaires et rénaux, ce qui restreint leur utilisation dans le traitement dans certains

inflammations (Nguyen et al., 2020).
V.3 Aliments riches en agents anti inflammatoires

Les fruits et les légumes contiennent une grande quantité de composants phytochimiques
responsables de leurs propriétés médicinales ont attiré une attention considérable en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoires (Rodriguez-Yoldi, 2021). Cette propriété des plantes est attribuée a
la présence de composés anti-inflammatoires y compris les flavonoides, les stéroides, les polyphénols,
les glycosides, les alcaloides, les terpénoides, les curcumines, les harpagosides, les alcools
aliphatiques linéaires ainsi que les diterpénes phénoliques. Les plantes contiennent des molécules
bioactives qui combattent I'inflammation a travers divers mécanismes. lls ont la capacité d'influencer la
circulation inflammatoire ou de stimuler les mécanismes anti-inflammatoires en inhibant une ou des
nombreux enzymes, des protéines, des facteurs et des hormones qui participent au processus
d'inflammation (Yatoo et al., 2018).

La consommation des fruits et légumes, poisson, yaourt, produits a base de céréales compleétes, épices,
thé, noix et graines, huiles riches en oméga-3 et polyinsaturées contribuera a moduler I'inflammation
et le métabolisme des personnes souffrant de maladies inflammatoires chroniques (Luvian-Morales
et al., 2022). La Figure 05 représente un résumé graphique des aliments fonctionnels qui modulent
I'inflammation dans les maladies chroniques. Plusieurs aliments ont été décrits pour leur capacité a
moduler les cytokines et d'autres molécules liées a I'inflammation chez les personnes qui souffrent de
surpoids/obésité, de diabéte de type 2, de maladies renales et du syndrome métabolique. Le tableau

ci-dessous resume également quelques aliments qui exercent I’activité anti inflammatoire.
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Figure 05 : Des aliments fonctionnels qui modulent I'inflammation dans les maladies chroniques

(Luvian-Morales et al., 2022).

Tableau 2 : Quelques aliments qui exercent 1’effet anti inflammatoire.

Aliments Effet anti inflammatoire Références
Extrait de | Inhiber 1'cedéme de la patte provoqué par la carragénine. | (Sachi et al.,
graines de Chia | Réduire l'infiltration de cellules inflammatoires dans le | 2024)

tissu de la patte.
Extrait de pépins | Inhiber I'eedéme de la patte induit par la carragénine. | (Mohamed
de raisin Amélioration des taux sériques : TNF-a, IL-1, IL-6, IgE et | Abd-Allah et
CRP. al., 2018)
Extrait de soja | Efficace sur les cellules RAW 264.7 en inhibant les PGE- | (Widowati et
noir 2, TNF-a et IL-1p. al., 2019)
Thé vert Efficace sur les macrophages RAW 264.7 stimulées par | (Deo et al.,,
LPS. 2024)

Faible production d'iNOS
génération de ROS et de cytokines pro-inflammatoires
(MCP-1, IL-1q, et IL-6)

réduction du niveau de
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Peau de | Inhibition de la production d'oxyde nitrique dans les | (Sun et al.,

grenadier cellules macrophages RAW 264.7 stimulées par LPS 2019)

Les extraits de | Réduction de maniére synergique I'expression du NO, du | (Zhou et al.,
gingembre et de | TNF et de I'lL-6 induite par le LPS dans les cellules RAW | 2022)

curcuma 264.7.
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IMC =30 kg/m? ou plus IMC =18,5 a 25 kg/m?




La consommation réguliére d'une alimentation a haute teneur en graisse peut augmenter
le risque d'obésité (De Moura Dias et al., 2021a). L'obésité est définie comme un état
dans lequel la quantité de graisse corporelle augmente rapidement, et elle st généralement exprimé
par I'Indice de Masse Corporelle (IMC) (Bahmani et al., 2016). L'IMC est calculé en divisant le poids
de la personne (exprimé en kg) par le carré de sa taille (en cm) (Gutin, 2018). Le traitement de
I'obésité varie selon I'état de I'individu (basée sur I'lMC). En général, le traitement commence par une
modification du I’hygiéne de vie de I'individu, suivie de programmes de gestion du poids corporel et
de conseils nutritionnels, puis d'une pharmacothérapie (médicaments tels que le Bupropion-
naltrexone, le Liraglutide et I'Orlistat) (Kim, 2019). Actuellement, en raison de I'insatisfaction
suscitée par les codts élevés et les effets secondaires de ces médicaments, les produits naturels pour
traiter I'obésité est en cours d'exploration, et cela pourrait représenter d'une excellente stratégie
envisageable pour développer de futurs thérapeutiques antiobésité efficaces et sécurisés (Aloo et al.,
2023).

Dans le troisiéme chapitre, nous présentons un apercu de la prévalence de I'obésité a I'échelle
mondiale, avec une attention particuliere portée a I'Algérie, et plus précisément a notre Wilaya de
Tlemcen. Les principales causes de I'obésité ont été discutées, en mettant I’accent sur les régimes qui
contribuent et qui protégent contre ce trouble. On a achevé le chapitre par une bréve explication sur

I'interaction entre le stress oxydatif et I'inflammation dans le contexte de I'obésité.
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I. Definition

L'obésité résulte d'un desequilibre entre les apports énergétiques et les dépenses, provoquant
I'accumulation de lipides, qui se stockent principalement dans les adipocytes, entrainant a la fois une
augmentation de leur nombre (hyperplasie) et de leur taille (hypertrophie) (Aloo et al., 2023; Baldini
etal., 2021a).

L’indice de Masse Corporelle (IMC) est un indicateur de substitution de I'adiposité qui est calculé en
multiplicant le poids d'un individue(en kilos) par le carré de sa taille (en métres) (kg/m?) (Figure 06).
Il s'agit d'une norme mondiale pour évaluer les adultes en surpoids ou obeses. Le surpoids est
considéré comme un IMC entre 25 et 29,9 kg/m?, tandis que I'obésité est considérée par un IMC

égale a 30 kg/m? ou supérieur (Gutin, 2018; OMS, 2020).
l.l

11

<185 18,5425

IMC = Indice de Masse Corporelle

Figure 06 : L'indice de masse corporelle (IMC) : formule de calcul de I'lMC et qualification
d'un individu (Gutin , 2018).

Il. La prévalence de I’obésité

1.1 Dans le monde

Le surpoids et I'obésité affectent plus d'un tiers de la population dans le monde. Plus de 1,9 milliard
d'adultes et prées de 400 millions des enfants et des adolescents sont en surpoids ou obeses (Moschonis
& Trakman, 2023). En 2022, plus de 890 millions de personnes étaient obéses, ce qui représente 43
% des individus de 18 ans ou plus sont en surpoids (43 % des hommes et 44 % des femmes). Cette
proportion a signifiguement augmenté par rapport a 1990, ou elle était de 25 %. dans I'Asie du Sud-
Est et dans le Territoire africaine, la prévalence du surpoids varie de 31 % et a 67 % dans la Région
des Amériques (OMS, 2024).
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11.2 En Algérie

L'obesité et le surpoids sont des risques de santé alarmants qui touchent surtout les populations jeunes
en Algérie (Benmohammed et al., 2018). lls deviennent un probleme majeur de santé; un algérien
sur deux et une algérienne sur trois souffrent de surpoids (INSP, 2021). La prévalence globale de
I'obésité totale en 2013 était de 30,1% chez les femmes et de 9,1% chez les hommes parmi toutes les
populations(Atek et al., 2013) . Derniérement, les projections de prévalence algériennes ont atteint
60,5% et 68,1% (hommes et femmes, respectivement) concernant le surpoids ainsi qu’un pourcentage
de 23,3% et 38,6% (hommes et femmes, respectivement) encore une fois pour 1’obésité (Hadri et al.,
2022). La prévalence d’obesité étudiée chez les adultes de de la Wilaya de Tlemcen (Nord-Ouest de
I’ Algérie) est de 44,8 % des hommes et de 55,2% des femmes. Le taux de surpoids et d’obésité pour
les individues de 15 a 24 ans était de 49,3 % et de 13,4 % pour la tranche d’age de 55 a 85 ans
(Moussouni, 2022).

I11.Causes
L’obésité est une pathologie multifactorielle qui peut &tre causée par divers facteurs. Cela peut inclure
des facteurs génétiques, psychologiques, sociaux, hormonaux, médicamenteux ou nutritionnels.

e Un déséquilibre énergétique entre des calories consommées et dépensées (Ibrahim et al.,
2021).

e Une consommation calorique accrue et/ou une dépense calorique réduite en raison d'un
hygiéne de vie sédentaire ou encore d'une susceptibilité génétique (Romo Vaquero et al.,
2012).

e De nombreux médicaments, comme les corticoides (qui stimulent I'adipogenése), sont souvent
employés et peuvent entrainer une augmentation de poids. Par conséquent, cela est considéré
comme un effet secondaire de ces thérapies (Bonhomme, 2013).

e Les deux principaux éléments qui influencent la prise alimentaire au niveau physiologique

sont l'appétit et le systeme de récompense (Zilberter, 2015).

Microbiote intestinal

Au cours de ces récentes années, le microbiote intestinal est devenue un acteur crucial dans
I'apparition et la progression de I'obésité ainsi que les maladies liées a I'obésité (Geng et al., 2022).
Le microbiote intestinal se nourrit des résidus alimentaires que le corps humain ne digere pas, du
mucus sécrété par l'intestin et des cellules mortes qui sont rejetées en tant que nutriments afin de

maintenir sa population a un niveau élevé (Gentile et Weir, 2018). Ce microbiote intestinal actif
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produit un nombre élevé de substances physiologiquement actives, particulierement les des acides
gras a chaine courte, les vitamines et les produits anti-inflammatoires, analgésiques et antioxydants
(Canfora et al., 2019), ainsi que des produits potentiellement nocifs comme les neurotoxines, des
substances cancérigenes et des immunotoxines (Miyamoto et al., 2019). Ces substances peuvent
pénétrer dans le sang, réguler directement I'expression des génes et affecter les processus
immunitaires et métaboliques de 1’organisme. Un déséquilibre du microbiote intestinal peut
provoquer des troubles métaboliques et augmenter I'appétit central, ce qui peut mener a I'obésité (Liu
etal., 2021).

V. Régimes qui provoquent I’obésité

Le régime alimentaire est sans doute I'un des principaux facteurs environnementaux contribuant a
I'obésité. Les régimes riches en sucre et en graisse sont particulierement connus pour leur appétence.
L'exposition a ce type de régime améne a la signalisation de la dopamine, favorisant la prise de poids

(Blancas-Velazquez et al., 2017).
V.1 Régime riche en graisse HFD

La consommation des régimes riches en graisses estbun facteur majeur de I'obésité (De Moura E Dias
et al., 2021a) . Effectivement, ce régime augmente I'adiposité corporelle et la leptine, et stimule le
développement de I'hypertension et de I'intolérance au glucose (De Moura Dias et al., 2021b). Une
perturbation des tissus adipeux, peut influencer ces fonctions physiologiques par le biais d'une
sécretion altérée d'adipokines. Les cytokines circulantes activées et les adipokines caractéristiques de
I'inflammation métabolique ne sont pas uniquement une conséquence indésirable d'une mauvaise
nutrition, mais contribuent aussi activement au développement de 1’obésité et ses complications
(Calcaterra et al., 2023). De plus, I’alimentation riche en graisses réduisait considérablement la
diversité du microbiote intestinal. Cela entraine une réduction du nombre de bactéries responsables
qui maintienent de I'intégrité de la barriere muqueuse intestinale et une augmentation du nombre de

ces bactéries qui I'enfreignent (Fan et al., 2023).
IVV.2 Régime riche en sacharrose HSD

La consommation excessive de glucides pour une longue durée, en particulier les aliments a haute
teneur de glucose et de fructose, peut se manifester par une hyperglycémie et une obésité (Stanhope
et al.,, 2016). Le regime HSD augmente la graisse abdominale et épididymaire, le pourcentage
d'adipocytes, la prise de poids, la graisse corporelle, la dyslipidémie, les triglycérides, les LDL, les
VLDL et le cholestérol total (Quintana-Castro et al., 2020).
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V. Obésité et Iésions des organes cibles

L'obésité est liée non seulement a une augmentation du taux d'incidence, de la mortalité et de la
réduction de I'espérance de vie, mais également aux principaux facteurs de risque de nombreuses
maladies chroniques qui peuvent affecter les organes, notamment le tissu adipeux, le cceur, le foie,
les reins et les testicules.

Tableau 3 : Obésité et Iésions des organes cibles.

Organe Maladie liée a I’obésité Lésion des organes
Tissu Dysfonctionnement vasculaire | Une accumulation de lipides, qui se stockent
adipeux | (Koenen et al., 2021). principalement dans les adipocytes, entrainant a la
fois une augmentation de leur nombre (hyperplasie)
et de leur taille (hypertrophie) (Baldini et al.,
2021a).

Reins Maladies rénales chroniques | L'hypertrophie glomérulaire et la
bidirectionnels, multicouches et | glomérulosclérose segmentaire focale,
complexes (Lakkis et Weir, | I'nypertrophie tubulaire rénale, l'inflammation
2018). interstitielle tubulaire rénale et la fibrose (W.

Wang et al., 2021).

Ceeur Fibrillation auriculaire et mort | Modification de morphologie cardiaque et du
cardiaque subite (Csige et al., | fonction ventriculaire.

2018). Développement d'une insuffisance cardiaque et
En particulier dans I'obésité | I'absence de comorbiditéssuch (Lambert et al.,
sévere (IMC>40 kg/m2), 2019)

Foie Steatose hépatique non | Une inflammation lobulaire et de Iésions cellulaires

alcoolique et Cirrhose (Jin et al., 2023)
(Luo et Lin, 2021) .

Testicules | L obésité affecte la | Une diminution du nombre de cellules Sertoli et de
reproduction masculine | de cellules Leydig(Miao et al., 2017),
(Matuszewska et al., 2020).

VI. Traitement de I'obésité
V1.1 Médicaments

Actuellement, les médicaments disponibles contre I'obésité sont I'Orlistat, la Lorcaserine, la
Phentermine/Topiramate, la Naltrexone/Bupropion et le Liraglutide. Ces médicaments sont
approuvés par I’dministration des aliments et des thérapeutiques des Etats-Unis et par le ministére

coréen de la sécurité alimentaire et pharmaceutique (Kim, 2019). L'Agence européenne des
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médicaments ainsi que 1’administration des produits thérapeutiques n‘ont approuvé que I'Orlistat, le
Naltrexone/Bupropion et le Liraglutide (Haslam, 2016). L'orlistat fonctionne en tant qu” un inhibiteur
de lipase alors que les autres médicaments ont un effet anorexigéne (Jackson et al., 2015). Cependant,
ces médicaments peuvent entrainer des effets secondaires, en particulier 1’élévation de la pression
artérielle, la sécheresse buccale, la constipation, les maux de téte et des insomnies. En outre, ces
médicaments ne conviennent pas a tous les ages et aux personnes souffrant de certaines comorbidités
(Singh et al., 2020).

V1.2 Régimes qui protegent de I’obésité

Pour faire face a ce probleme de santé croissant et sérieusement évitable, il est impératif de réduire
surtout la consommation de malbouffe et de restauration rapide et d'augmenter la consommation de
Iégumes et fruits frais (Jehan et al., 2020). Les régimes pauvres en glucides et en graisses sont
efficaces pour la perte de poids s'ils présentent un bilan énergétique négatif (Wiechert et Holzapfel,
2021).

V1.2.a Régime méditerranéen
Il se compose généralement d'une faible quantité de viande rouge, d'une quantité faible a modérée de
poisson, de volaille et une abondance de Iégumes, fruits, céréales completes et légumineuses. I'huile
d'olive y également intégrée comme une source majeure des acides gras monoinsaturés (De Moura
Dias et al., 2021b). Une perte de poids réussie grace au régime meéditerranéen a été rapportée, non
seulement a long terme (Embree et al., 2017), mais aussi a courte terme (Elhayany et al., 2010).
Ceci est da a la richesse du régime d'origine végétale, en antioxydants et en fibres alimentaires, et sa
faible charge glycemique (Aaseth et al., 2021).

V1.2.b Régime pauvre en graisse LFD
Ce régime est généralement considéré comme approprié pour atteindre et maintenir une bonne santé.
IIs contiennent peu de calories qui peuvent induire une perte de poids significative a court terme.
Cependant, l'efficacité a long terme de ces régimes amaigrissants s'est avérée plutdt décevante
(Aaseth et al., 2021).

V1.2.c Régime pauvre en glucides LCD
Ce régime contribue a une perte de poids notable, favorise l'accroissement de la consommation
énergétique, améliore I'hyperinsulinémie et contréle la glycémie, tout en diminuant le risque
cardiométabolique (O’Neill, 2020)

V1.2.d Régime hyperprotéiné
C’est un régime pauvre en glucides, qui est associé & une consommation d'une proportion

relativement élevée de protéines alimentaires (pour compenser le manque relatif de glucides en tant
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que source d'énergie). A long terme, des effets métaboliques défavorables d'un régime
proportionnellement riche en protéines ont été signalés, notamment une association avec la

dysglycémie (Barber et al., 2021).
V1.3 Aliments riches en propriétés anti-obésité

Tableau 4. L’effet anti-obésité de certains aliments polyphénoliques (Boccelino et D’Angelo, 2020).

Aliments Polyphénols contenus Effets
Graines de soja Isoflavones | Leptine sérique, TNF—a
1 Adiponectine
L IMC
Pamplemousse Flavonoides d'agrumes | Poids corporel

| Tour de taille
| Pression artérielle systolique

Mdares Anthocyanes JPoids corporel
Quercetine | Tour de taille
Acides chlorogéniques | Tour de cuisse
|Courbes d'insuline et de glucose
Fraises Anthocyanes } IL-6
| LDL oxydées
Pommes séchées Flavanols | IMC, TC
Pommes Flavanols = IMC, tour de taille
Acides chlorogéniques | Poids corporel
Thé vert Flavanols | IMC, tour de taille, glucose

| Cholestérol total, LDL-C, TG
1Taux d'antioxydants totaux

1 Adiponectine

Oignon Quercétine | Poids corporel

1 % de graisse corporelle
| IMC

VII. Interaction du stress oxydatif et de I'inflammation dans I'obésité

Le stress oxydatif systémique et I'inflammation chronique ont un réle fondamental dans le maintien
d'obésité et d'aggravation des complications cardiovasculaires, du diabéte sucré de type Il, de
dyslipidémie et de stéatohépatite non alcoolique (Maslov et al., 2019; Tun et al., 2020).

L'obésité est considérée comme un élément crucial dans 1’apparition de l'inflammation chronique de
bas grade. En raison du déséquilibre entre consommation calorique et la dépense énergétique,
I'énergie exceédentaire est stockée dans les adipocytes, qui augmentent en nombre et en volume :
I'nyperplasie et I'nypertrophie du tissu adipeux. Cela entrainent une raréfaction de I'oxygene et
I'instauration d'un état de souffrance cellulaire qui conduit au recrutement de macrophages M1( un
type de macrophage qui exprime des niveaux élevés de récepteurs pro-inflammatoires) (Pérez-
Torres et al., 2021). C'est-a-dire les récepteurs Toll-like (TLR), les récepteurs du facteur de nécrose

tumorale (TNFR) et les récepteurs de l'interleukine-1 (IRI),) et le récepteur de l'interleukine-1 (IL-
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1R) et une forte activation des facteurs de transcription du facteur nucléaire kB (NF-kB) pour les
molécules pro-inflammatoires (Grosso et al., 2022b).

Les adipocytes secréetent des cytokines anti et pro-inflammatoires, des hormones, des facteurs de
croissance, des facteurs de complément et qui sont communément appelés adipocytokines. Elles
comprennent des molécules anti-inflammatoires comme l'adiponectine, facteur de croissance
transformant béta (TGFp), I'IL-10, I'lL-4, I'IL-13, antagoniste du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) et
I'apeline. Elles comprennent également des molécules pro-inflammatoires, notament le facteur de
nécrose tumorale-o (TNF-a), I'IL-6, la leptine, la visfatine, la résistine, I'Ang Il et I'inhibiteur de
I'activateur du plasminogénel (Pérez-Torres et al., 2021).

Globalement, ces infomations suggerent que les composés phytochimiques antioxydantes contenues
dans les aliments et les compléments alimentaires pourraient étre potentiellement pour la prévention
et le traitement d’obésité grace a l'inhibition directe de l'adipogenése et a des actions anti-

inflammatoires et antioxydantes (Deledda et al., 2021).
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Le schéma suivant (Figure 07) illuste le cycle entre I’obésité, I’inflammation, le stress oxidatif et les

complications métaboliques, tout en soulignant le role possible des composés antioxidanys pour

bloquer ce cycle.
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Figure 07 : Interaction du stress oxydatif et de I'inflammation dans I'obésité : mécanismes et
implication (Originale)
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Depuis longtemps, les plantes ont représenté un atout majeur pour I’humanité. On s’en sert
traditionnellement surtout pour soigner certaines maladies métaboliques. Leurs propriétés
antioxydantes (Rahaman et al., 2023), anti-inflammatoires (Stromsnes et al., 2021), et anti obésité
(Karri et al., 2019) ont des impact positifs sur la santé de I’individu.

Dans ce contexte, le cerisier avec ses parties végétal (fruit, graines, tiges et feuilles) ont été identifiés
comme un excelent antioxydant naturel (Zymoné et al., 2024) qui pourrait étre essentiel pour prévenir
certaines maladies chroniques associés aux especes réactives de I'oxygéne (ROS).
Au meilleur de notre connaissance, la plupart des études sont basées sur le fruit. Seules quelques
recherches ont été réalisées sur les feuilles de Prunus cerasus. Pour réaliser cette théorie en valorisant
notre flore de 1’Ouest algérien (Tlemcen), notre choix s’est porté sur les feuilles du Prunus cerasus.
Ce chapitre se concentre sur la présentation de cerisier variété acidulée Prunus cerasus que nous
évaluerons ses activités biologiques plus tard dans la section expérimentale. Nous présentons donc
ici une monographie générale du cerisier et ses parties a travers les études antérieures disponibles

dans la littérature.
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I. Botanique et Classification

Prunus cerasus L., communément appelé cerisier acide, un arbre a feuilles caduques, appartenant a
la famille des Rosacées (Zymoné et al., 2024). Les cerises appartiennent au genre Prunus, sous-genre
Cerasus, de la famille des Rosacées, dont la plupart sont originaires d'Europe et d'Asie. Ce sous-genre
est divisé en huit sections, la section 1 (Eurocerasus) étant la plus importante. Les especes
prédominantes de la section Eurocerasus cultivées pour leurs fruits incluent : les cerises douces

(Prunus avium L.), les cerises acides ou aigres (Prunus cerasus L.) et les cerises de terre (Prunus

fruticosa Pall) (Kappel et al., 2012).

Tableau 5 : Classification de cerise acide (Potter et al., 2007).

Embranchement Spermatophytes*
Sous embranchement Angiospermes*
Classe Dicotylédones
Régne Végétale
Sous classe Rosidae
Ordre Rosales

Famille Rosacées

Genre Prunus
Espéce Prunus cerasus

*Spermatophytes: plantes a graine
*Angiospermes : plantes a fleurs

Il. La repartition de Prunus cerasus

Ce fruit a commencé a étre cultivé il y a 2500 ans en Turquie et en Gréce. Les Romains l'ont diffusé
a travers toute I'Europe. La production mondiale de cerises acides a accru au cours des derniéres
années, arrivant d’environ 1,1 & 1,3 million de tonnes, concentrée en Europe. La Turquie étant le
producteur prédominant de cerise acide dans le monde, suivie de la Russie, de la Fédération de la
Pologne, de I'Ukraine, de I'lran, des Etats-Unis d’Amérique, Serbie et Hongrie (Quero-Garcia et al.,
2017). L'lIran produit 94837 tonnes de cerises acides, les Etats-Unis d'’Amérique sont aussi le plus
grand producteur de cerises acides en Amérique du Nord, avec 100000 tonnes de production
(Michigan. (70%), puis Utah (15%) et Washington (10%)). La production serbe de griottes est
d'environ 100000 tonnes, Quant a I'Allemagne, elle produit environ 20 000 tonnes (Blando et
Oomah, 2019).
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I11. Les caractéristiques de Prunus cerasus

111.1 Arbre

Les cerisiers griottes sont des arbres de taille moyenne et plus rond a feuilles caduques qui poussent
dans zones au climat tempéré et aux saisons bien differenciées, ou ils se sont adaptés aux basses
températures hivernales et a la secheresse estivale. Les conditions climatiques qui limitent le plus la
production de ces espéces sont la température, les précipitations et le vent (Alburquerque et al.,
2008).

111.2 Feuilles

Les feuilles sont ovales, rigides, a sommet arrondi avec des pointes acérées, des bords longs et
légerement dentelés (Fathi et al., 2016; Tarhan et al., 2006).

111.3 Fleur

Blanc, groupé sur des pédicules fins, minutieusement denté (Fathi et al., 2016). Les bourgeons
d'inflorescence de cerisiers aigres produisent généralement de deux a quatre fleurs, avec longs
pédicelles (Tarhan et al., 2006). Les températures estivales élevées pendant la différenciation florale
peuvent entrainer la formation de pistils doubles, avec I'apparition ultérieure de fruits doubles (Beppu
etal., 2001) .

11.4 Fruit

Prunus cerasus connu sous le nom de griotte ou de cerise acidulée, nécessitent environ 2-3 mois pour
se développer. les cerises aigres se composent d'une fraction de pulpe avec une seule graine a
I’intérieur et caractérisé par un gout aigre distinctif (Ferretti et al., 2010; Kirakosyan et al., 2009).
Le calibre des cerises acides est une caractéristique variétale qui fluctue en fonction des conditions

climatiques et agricoles(Tarhan et al., 2006).
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Figure 08 : Les différentes parties de Prunus cerasus.

: Arbre de P.cerasus (Motyleva et al., 2021)
: Feuilles de P. cerasus ( https://www.unilim.fr/parcours-biodiversite/especes/n-60-cerisier-prunus-cerasus/)

: Fruit de P.cerasus (https://www.monde-de-lupa.fr/Medicinales/PagesMed/Prunus%20pg/Prunus6.html)

: Fleur de P.cerasus (https://quelle-est-cette-fleur.com/Fiches-botaniques/cerisier-acide.php)

IV. Utilisation traditionnelle

Les cerises de la variété acidulée ont été utilisées depuis l'antiquité en tant que nourriture et
médicament. Les fruits, les tiges et les graines de ce fruit ont été appliqué en médecine traditionnelle
pour les affections de la peau, les rhumatismes, la goutte, le rhume, I'anémie, la constipation, les maux
d'estomac et la gingivite (Duven et Schwazl, 2020). En outre, les tiges de cerisier acide étaient
employées comme reméde contre la constipation et I'inflammation de la vessie et contre le rhume en
tant qu’un extrait aqueux (infusion) (Ferretti et al., 2010). Ses feuilles séchées sont aussi employées
pour les personnes souffrant d'anémie. Les feuilles et les fleurs de cerisier aigre sucrées au miel sont
un remede ancien pour les affections pulmonaires ainsi que la gomme de ce fruit était un ancien
remede contre la toux chronique. L'huile grasse des graines de fruits était aussi utilisée comme huile,
dissoute dans le vinaigre et utilisée pour les pellicules sacrificielles (Kirakosyan et al., 2009).

V. Activités biologiques

Tableau 6 : Quelques activités biologiques de différentes parties de Prunus cerasus.
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Activités Partie étudiée Références
Antioxydant Tiges (queues) (Svarc-Gajicé et al., 2018a)
Fruit (Wojdylo et al., 2014)
Feuilles (Pissard et al., 2016; Zymoné et al., 2024)
Graines (Farhadi et al., 2022)
Anti inflammatoire Fruit (Kelley et al., 2018; Markovics et al.,
2020; Raafat et al., 2020)
Fruit (Jus) (Sari¢ et al., 2009)
Graines (Mahmoud et al., 2014)
Anti obésité Fruit (Ahn et al., 2023; Bellitto et al., 2024a)
Graines (Martinelli et al., 2020)
Antimicrobien Fruit (Coccia et al., 2012)
Huile de fruit (Hanbali et al., 2013; Kazempour-Samak
etal., 2021)
Antidiabétique Graines (Vargaetal., 2017)
Pulpe (Saleh et al., 2017)
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Procedure expérimentale

I. Plante étudiée

1.1 Présentation du site d’étude (commune d’Oued Lakhder)

La commune d’Oued Lakhdar (Chouly) fait partie des Monts de Tlemcen. Elle s’étend une
superficie de 13 646 hectares, soit 2 % du territoire de la wilaya de Tlemcen. Elle est située dans
I'Est de la wilaya et limitée au :

e Nord : la commune Ouled Mimoun

e Est: lacommune de Beni Smiel

e Sud : les communes desTerni Beni Behdel et Sebdou

e Quest la commune d’Ain Fezza
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Figure 9 : Zone d'étude sur la carte de Tlemcen.

Les températures minimales sont d’une grande importance pour la commune. Cependant, il ya
des régions abritées dispossant d’un microclimat parfaitement adapté ou se trouvent des vergers
de cerisiers (Khemies, 2013). Au réseau hydrographique, Oued Chouly représente le principal
cours d’eau qui est alimenté a partir de divers sources : Ain Tot EI Hamma, Ain Ouissert et Ain
Beéni Hallal. Oued Chouly est un des affluents d’Oued Isser qui est régularisé par le barrage de
Sidi Abdelli (ANAT, 1992).

1.2 Collecte de la plante

36



Procédure expérimentale

Les feuilles de cerisier acide ont été collectées dans la région d'Oued Lakhder a Tlemcen (Algérie)
en Juin 2021. Ces feuilles ont été récoltées a la main. Aprés la collecte, les feuilles ont été
soigneusement nettoyées, séchées a l'ombre a une température ambiante, broyées en poudre puis

conserveées a -4°C.

Figure 1

I1. Préparation de I'extrait aqueux :
L'infusion a été préparée en ajoutant 1 g d'échantillon a 100 ml d'eau bouillante. Aprés 20 minutes
d'agitation, le mélange a subi une centrifugation a 4000 rpm durant20 minutes, et le surnageant a été
collecté (Ghanemi et al., 2017).

[11.Détermination du pourcentage de I’humidité
Principe
L'échantillon frais a examiner est soumis a une dessiccation dans une étuve a une température variant
entre 100°C et 105°C, sous une pression atmosphérique, jusqu'a I'obtention d'une masse constante.
Pour prévenir la reprise d’humidité, il est conseilé de travailler dans des vases de tare, disposés dans
un dessiccateur (Audigie et al., 1980).
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Mode opératoire
e Nous avons déterminé le pourcentage d’humidité des feuilles de cerisier en utilisant la
méthode de I’étuvage (AOAC 950.01, 1990).
e 2gde feuilles de Prunus cerasus sont sechées dans 1’étuve pendant 3 heures a une temperature
del03°C, puis refroidies au dessiccateur.
e La perte de masse constatée apres ce processus est évaluée par apport a la masse d’eau

contenue dans 1’échantillon.

Expression des résultats

Le rapport d’humidité est exprimé en g d’eau/100g de feuilles (3 essais).

Taux d’humidité (%) = [(P2-P3) / (P2-P1)] x 100

P1 : poids du vase de tare(g).
P2 : poids du vase de tare avec 1’échantillon avant séchage (g).

P3 : poids du vase de tare avec 1’échantillon aprés séchage (g).

V. Déetermination des métabolites primaires

IV.1 Le dosage des sucres totaux

Principe
Le dosage des monosaccharides constitutifs des polysaccharides nécessite la décomposition de toutes
les liaisons glycosidiques par hydrolyse acide, généralement réalisée par 1’acide sulfurique. L’analyse
repose sur des techniques colorimétriques, dont le principe est reposé sur la condensation par
estérification d’un chromogene (Phénol) avec les produits dérivés de la déshydratation des pentoses,
des hexoses et des acides uroniques. Sous des conditions acides intenses et a haute température, ces
oses se deshydratent respectivement en divers dérivés du furfural, 5- hydroxy-méthyl-furfural et de
I’acide 5- formylfuroique. Les chromophores formés de la teinte jaune-orange absorbent dans le
spectre visible en proportion avec la quantité des sucres (Ruiz, 2005).
Mode opératoire

e 20 mL d’acide sulfurique a 0,5 M sont mélange avec 0,5 g de poudre de feuilles séchées ;

e Le mélange est mis dans une étuve durant 3heures a une temperature atteint 105°C ;

e Le volume du I’ensemble est ajusté ensuite @ 500 mL en ajoutant 1’eau distillée. La solution

obtenue est filtrée et conservée au frais a 4°C ;
e A partir de ce filtrat, des dilutions au tiers sont effectués : 1 mL de chaque echantillion, 1

mL de phénol a 5% et 5 mL d’acide sulfurique a 96% ;
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e L’étuvage est réalisé pendant 5 min & 100°C, laissés dans 1’obscurité pour 30 min et la
lecture s’effectue avec une longueur d’onde de A = 490 nm (Dubois, 1956)
Expression des résultats
La teneur en sucres totaux est exprimée en pg/mL de a D+ Glucose a 1’aide d’une courbe

d’étalonnage.
V1.2 Détermination du taux de lipides

Principe
Le principe repose sur I'extraction des lipides de I'échantillon avec un solvant organique apolaire,
suivi par I'évaporation du solvant et la pesée du résidu lipidique, souvent réalisée par la méthode de
Soxhlet (NF EN I1SO 659, s. d.).
Mode opératoire
e [’extraction des lipides a été effectuée a 1’aide d’un Soxhlet avec le solvant n-hexan ;
e Apres I’évaporation de n-hexane en un rotavapeur, I’extrait obtenu représente la matiére
grasse contenue dans 1’échantillon analysé.
e Environ 2g d’échantillon a analyser (préalablement séché) ont été placés dans une cartouche
tarée au préalable.
e La cartouche contenant I’échantillon est ensuite mise dans le Soxhlet.
e La durée d’extraction choisi est de seulement cing heures seulement puisque les feuilles de
cerisier ne sont pas trés riches en huile (Lecoq, 1965).
Expression des résultats

La teneur en huile est exprimée en pourcentage de masse du produit :

Teneur en huile (%)= [(mf - mi) / me] x 100

mf : masse finale du ballon.
mi : masse du ballon vide.

me : masse initiale de 1’échantillon & analyser.
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Figure 11 : L’extraction
des lipides par soxhlet
(Originale)

V.3 Détermination de la teneur en fibres brutes

Principe

Une solution de I’hydroxyde de sodium permet de solubiliser les hémicelluloses, tandis que I'acide

sulfurique hydrolyse la cellulose, en laissant un résidu poudreux brun-noir consitué de la

lignine(Sullivan et Carpenter, 1993).

Mode opératoire

La preparation des solutions d’acide sulfurique (H2SO4) et d’hydroxyde de potassium (KOH)
est faite a 1,25 %.

Les creusets contenant 1’échantillon, d’environ 1 g, ont été mis dans ’extracteur des fibres.
Un volume de 150 mL d'acide sulfurique a 1,25% a été donc ajouté dans la colonne apres le
préchauffage de cette solution (diminution du temps requis pour attenidre I'ébullition).

De 3 a 5 gouttes de n-octanol (agent anti-moussant) ont été délicatement ajoutées.

Aprés le mélange est soumis a une ébulllition pendant précisement 30 minutes a partir du
point ou I'ébullition débute.

L’évacuation de I'acide sulfurique a été éffectuée.

Trois lavages des creusets ont été réalisés en utilisant un volume de 30 mL d'eau distillée
chaude, en activant a chaque fois I'air comprimé pour mélanger soigneusement le contenu des
creusets.

Une fois le dernier lavage vidé, un volume de 150 mL d'hydroxyde de potassium (KOH) a
1,25% préchauffé suivi de 1’ajout de 3 & 5 gouttes de n-octanol.

L'ensemble est mis en ébullition pour une période prolongée de 30 minutes.
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e Lasolution de KOH a été apres évacuée et le résidu a été encore lavé trois fois avec de I’eau
distillée chaude, (30mL) en le contactant chaque fois a de 1’air comprimé pour remuer le
contenu du creuset.

e Le dernier lavage était réaliser en utilisant de I'eau distillée froide pour laisser les creusets se
refroidir, puis le contenu des creusets a été lave 3 fois avec 25 mL de I'acétone, en mélangeant
a chaque fois par I'air comprimé.

e Les creusets ont été séchés a 105°C pendant une heure puis les pesés.

e Les creusets ont été placés finalement dans un four a moufle a une haute temperature de 550°C
pendant encore trois heures et repesés apres leur refroidissement dans le dessiccateur
(Henneberg et Stohmann, 1863)

Expression des résultats

La teneur des fibres brutes est estimée en pourcentage selon la formule :

Fibres brutes (%) = (P1 - P2)/ PO x 100

PO : poids de I’échantillon a analyser.
P1 : poids des creusets + 1’échantillon avant I’incinération.

P2 : poids des creusets + I’échantillon apres 1’incinération.

Figure 12 : L’extraction des fibres
(Originale)

V.4 Détermination de la teneur en cendres

Principe

Les cendres représentent un résidu de composés minéraux qui reste aprés 1’incinération d’un
échantillon ayant des éléments organiques de nature végétale, animal ou encore synthétique. C’est
une incinération effectuée a 1’aide d’un four a moufle, utilisant des creusets en porcelaine, a haute
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température de 750°C jusqu'au fait que les residus deviennent blancs apres le refroidissement
(AOAC, 1990).
Mode opératoire
e Une pré-incinération des creusets a été réalisee a 300°C pendant 15 minutes.
e Apres le refroidissement, les creusets ont été pesés vides ensuite avec 1 g de feuilles de
cerisier.
e Par lasuite, I'ensemble a été place dans le four a moufle réglé cette fois réglé a 750°C jusqu'a
I’obtention d’une teinte grisatre blanche qui, une fois refroidi dans le dessiccateur, se

transforme exclusivement en blanc.

e Un dernier pesage des creusets a été réalisée (Audigié et al., 1980).
Expression des résultats

Les résultats sont exprimés selon la formule ci-dessus :

Cendres (%) = [(P2-P3) / (P2-P1)] x100

P1 : poids du creuset vide.
P2 : poids du creuset avec de 1’¢chantillon avant 1’ incinération.

P3 : poids du creuset avec de 1’¢chantillon aprés 1’incinération.

V. Exraction des métabolites secondaires
V.1 Polyphénols totaux

e 2g de feuilles de Prunus cerasus ont été soumis a une macération dans 40 mL de chaque
solvant d'extraction (acétone, méthanol et eau) a un ratio de (7/7/6) respectivement et la
solution a été agité durant 2 heures.

e Le mélange a été centrifugé et le surnageant (A) a été récupére.

e L’échantillon a été extrait pour une deuxieme fois avec le meme volume des solvants
d'extraction cités précédement.

e Lasolution a été centrifugée pour avoir un surnageant (B).

e Les surnageants obtenus (A+B) ont été évapores a 1’aide d’un rota vapeur afin d’éliminer la
phase organique.

e La phase aqueuse récupérée, a été extraite avec le n-hexane pour éliminer les lipides.

e Une autre évaporation a sec a été effectuée pour la phase aqueuse a 40 a 45°C.

e Les résidus résultant ont été délicatement receuillis dans 4mL de methanol absolu, afin

d’empécher I'nydrolyse des polyphenols (Jimoh et al., 2010).
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V.2 Flavonoides

e 209 de matériel végétal ont été mis dans 200 mL de méthanol bouillant avec 10g de CaCO3.

e L’ébullition a été maintenue sous réfrigérant a reflux pendant une heure.

e Apres la filtration, le résidu a été & nouveau traité pendant une heure a ébullition avec les
mémes volumes d’alcool.

e Les deux solutions ont été combinés, puis éliminées par une distillation sous pression
réduite et le résidu sirupeux a été repris avec100 mL de I’cau distillée bouillante.

e Lasolution aqueuse a été soumise a une filtration a chaud puis le filtrat obtenu épuisé
successivement par 1’éther diéthylique, 1’acétate d’éthyle, et le n-butanol. Il est cependant
frequent que tous les composés flavoniques se retrouvent dans 1’extrait d’acétate d’éthyle

(Dauguet et Foucher, 1982).

V.3 Tanins

e 200 mg de feuilles de cerisier séchées, ont été mélange avec 10 mL de methanol pur.

e Le mélange a été vortexé durant 20 minutes.

e Apreés la centrifugation du mélange (3000 g/ 10 min), le surnageant a été délicatement
collecté (Butler et al., 1982).

V1. Dosage des métabolites secondaires

V1.1 Polyphénols totaux :

Principe
Le dosage des polyphénols totaux repose sur I’utilisation du réactif Folin-Ciocaltau, qui est constitué
d’un mélange d’acide phosphomolybdique. Lors de 1’oxydation des phénols, ce réactif se transforme
en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. L’intensité de la couleur est en rapport
avec la proportion des composés phénoliques oxydés (Brune et al. 1991 ; Dendougui, 2010).
Mode opératoire
e 500 uL d’extrait, 2500 puL du Folin-Ciocaltau (dillué10 fois) , 2000 puL de Na2CO3 a 7,5%
sont melangés tout en agitatant puis incubés a 1’obscurité pendant une heure (20°C) ;
e [’absorbance a été mesurée a 765 nm contre un blanc par un spectrophotometre.
e Nous avons preparé également une gamme d’étalonnage qui consiste a lire les absorbances
des différentes concentrations de 1’acide gallique :

- Une solution mere contenant de I'acide gallique (0,3mg/mL) a été préparé;
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- En se basant sur cette solution, les dilutions filles ont été réalisées comme suit: 0,21 -
0,15 - 0,105 - 0,075- 0,06 - 0,045 - 0,024 mg/mL.

- Nous avons traité 500 pL de chaque dilution fille, ainsi que la solution mere, en
appliquant la méme procédure décrite précédemment pour I'échantillon (Singleton et
al., 1999).

Expression des résultats

La teneur de polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide galique par

gramme de la matiére végétale seche (mg GAE/g).

V1.2 Flavonoides

Principe

Le dosage des flavonoides s’effectue en utilisant la technique colorimétrique avec du trichlorure

d’aluminium et de la soude. Le trichlorure d’aluminium crée un complexe jaune avec les flavonoides,

la soude forme par la suite un complexe d’une teinte rose qui est visible au specrophotométre a 510

nm (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

Mode opératoire

700uL de lextrait , 2 mL de 1’eau distillée et 150 pL. NaNO2 (15%) sont ajoutés dans des
tubes;
Aprés deux intervalles successives de 6 minutes, 150uL d’AlCI13, 6H20 a 10% et 2000 pL
de NaOH a 4 % ont été rajoutés ;
Les tubes sont soumis a une incubation de 15 minutes a température ambiante ;
La lecture est faite contre un blanc & une longueur d’onde de 510 nm ;
La courbe d'étalonnage de la cathéchine a été effectuée comme suit :
- Une solution mere de la catéchine a une concentration de 0.4 mg/mL a été réalisée ;
- Les dilutions filles ont été préparées comme indiqué : 0,36 - 0,28 - 0,2 - 0,12 - 0,08 —
0,04 mg/mL ;
- 700 pL de chaque concentration ont été manipulés de la méme maniére que

précedemment pour 1’échantillon.

Expression des résultats

Les teneurs en flavonoides sont exprimées en milligramme équivalent cathéchine par gramme de la

matiére végétale seche (mg CEQ/q).
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V1.3 Tanins condensés
Principe
Le dosage des tannins se réalise par la réduction de I’acide phosphotungstique-phosphomolybdique
dans un milieu alcalin en produisant un complexe d’une couleur bleue (couleur bleue: présence des
tanins) (Salunkhe et al., 1989).
Mode opératoire
e 400 pL de I’extrait sont incorporés dans 600 pL d’acide acétique glacial.
e Nous avons ajouté un volume de 5 mL du reactif « working reagent » aux échantillons de
sorte & mettre un intervalle d’une minute entre chaque échantillon.
e L’incubation du mélange est faite dans un bain marie (T= 30°C /20 min) puis 1’absorbance
est mésurée a 510 nm.
e Une gamme étalon de la catéchine est réaliséeen suivant les mémes conditions opérationnelles
(Butler & Brotherton, 1982)

Expression des résultats
La teneur des tannins condensés est exprimée en milligramme équivalent cathéchine par gramme de

la matiere végétale seche (mg CEQ/q).

VII. Analyse RP-HPLC-PDA

Les composants phénoliques de I'extrait de feuilles de cerisier acide ont été analysés a l'aide d'un
systeme Flexar de Perkin EImar équipé d'une pompe binaire et d'une colonne C18 (150 mm x 4,6 um,
5 um). La phase mobile comprenait I'insolvant A- Acide acétique (2%) et B- Acétonitrile. La méthode
d'élution en gradient comprenait 5 minutes avec 90 % de A, 25 minutes avec 10 % de A et 15 minutes
avec un gradient linéaire de 90 % a 100 % de B, suivies de 20 minutes d'équilibrage. Le débit était
fixé a 1ImL/min. Les chromatogrammes ont été examinés a 280nm (ElI Haci et al., 2020).
L'identification des composés et l'attribution des pics ont été réalisées sur la base de leurs temps de

rétention et de leurs spectres UV-Vis en comparaison avec les standards utilisés.

VIII. Evaluation du pouvoir antioxydant

Nous avons évalué I’extrait aqueux, méthanolique des polyphénols, les trois dérivés solutions de

flavonoides, ainsi que 1’extrait de tanin.
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VII1.1 Activité antiradicalaire DPPH

Principe

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est le radical libre le plus stable. Dans un solvant
tel que le méthanol et 1’éthanol, le DPPH se distingue par une couleur violette dont 1’intensité est
mesurée a une langueur d’onde de 515 a 517nm. En présence d’un donneur d’hydrogene, le DPPH
est réduit a la forme non radicalaire avec une couleur jaune péle. Ce changement de couleur
s’accompagne avec un dabaissement de 1’absorbance. Une grande capacité de piégeage des radicaux
libres est percuecomme une activité antioxydante importante (Lee, Hee-Jung et al., 2004). On peut

résumer la réaction décrite par la formule:

DPPH* + (AH)n —» DPPH-H + (A*) n

(AH) : un composé qui a la capacité de transférer un hydrogene au radical DPPH (de couleur violette),
modifiant ainsi sa couleur en jaune lors de sa transformation en diphényle picryl hydrazine (Brand-
Williams et al., 1995)
Mode opératoire
e Différentes concentrations de 50 pL d’extrait ont été ajoutées a 1950 pL d’une solution
méthanolique de DPPH (0,004 g/mL). Un blanc a été également préparé en fonction de la
concentration de chaque solution.
e Par lasuite, le contrdle négatif a été préparé (50 pL de méthanol + 1950 uL de DPPH).
e L’incubation est faite a I’obscurité a température ambiante pendant une demi-heure suivie par
une lecture effectuée a 515 nm.
e L'inhibition du radical libre (DPPH) par I’acide ascorbique et 1’acide gallique ont été également

analysée dans les méme conditions (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Expression des résultats

Les résultats sont exprimés selon la formule :

Pourcentage de réduction du DPPH = (DO Contréle — DO Echantillon / DO Contr6le) x 100

DO Contrdle : densité optique du contrdle.

DO Echantillon: densité optique de I’antioxydant.

e A partir de la variation du pourcentage de DPPH et en fonction de la concentration de ’extrait,
on peut obtenir graphiqguement I’'IC50 qui est caractérisée comme la concentration de

I’antioxydant nécessaire pour réduire ou inhiber 50% du DPPH.
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VI111.3 Réduction du Fer (FRAP)

Principe
La mesure de FRAP se fonde sur la transformation du Fe** contenu dans le complexe

ferrocyanure de potassium en Fe?*. Cette réaction est illustré par le changement de la couleur jaune

a la couleur bleu-vert (Thaipong et al., 2006).

Mode opératoire

e Des différentes concentrations de 1’échantillon ont été combiné avec 2,5 mL d’une solution
tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL de ferricyanure de potassium KsFe (CN).

e |le mélange obtenu est incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis il est laissé refroidi a température
ambiante.

e 2,5 mL d’acide trichloracétique a 10%, est ajouté afin d’arreter la réaction, puis les tubes sont
soumis a une centrifugation (10 min/ 3000 rpm).

e Nous avons ensuite ajouté un volume de 2,5 mL du surnageant récupéré a 2,5 mL d’eau distillée
et 500 pL de chlorure du fer (FeCls, 6H20) a 0,1%.

e La lecture spectrophotométrique de I’absorbance est faite a 700 nm.

e L’acide gallique est également preparé selon le protocole expérimentale de 1’analyse de
I’échantillon (Benzie & Strain, 1996).

Expression des résultats :
Afin d’interpréeter les résultats, nous avons tracé des graphes qui présentent 1’absorbance
d’extraits en fonction des divers concentrations. En effet, une augmentation de I'absorbance est liée a

une augmentation de la capacité réductrice des extraits (Hubert, 2006).

IX. Evaluation de I'activité anti-obésité

1X.1 Choix des animaux

L'étude a été menée sur 25 rats Wistar males sains (200-260 g) dans les laboratoires de biologie et de
chimie de l'université de Tlemcen (Algérie). Les animaux ont été gardés dans un environnement
contr6lé (température de 23 + 2 °C, humidité de 40 % et cycle lumiére/obscurité de 12 heures). Tous
les animaux ont été nourris avec le régime ordinaire (standard) et d’eau ad libitium durant la période

de I’acclimatation.
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I1X.2 Induction de I’obésité par le régime riche en graisses (HFD)

IX.2.A Préparation de régime HFD
Le régime riche en graisses était constitué de 50 % du régime standard; de 28 % de lipides (graisse
du mouton+S’men), de 12 % de proteines, de 4 % de fructose et de 5 % d'amidon.
Aprés avoir fait fondre la graisse a 100°C, les autres constituants ont été immergés pendant 15
minutes. Le HFD a été ensuite administré apres son séchage a une température ambiante(Smine et
al., 2017).

e/

Figure 13 : Aspect du régime HFD
(Originale) (Originale)

Figure 14 : Aspect du régime ND

I1X.2.B Répartition des groupes
Aprés deux semaines d'acclimatation au régime standard, les rongeurs ont été répartis en :
Groupe 1 : les rats ont recu le régime HFD (HFD).
Groupe 2 : les rats ont recu I'extrait de PC en combinaison avec le HFD (HFD+PC).
Groupe 3 : les rats obeses ont été soumis au traitement medicamenteux d'orlistat (30 mg/kg p.c.)
(HFD+ Orl) (Gomaa et al., 2019).
Groupe 4 : ce groupe comprend les rats qui ont suivi un régime standard tout en étant traités par
I'extrait de PC (ND+PC).
Groupe 5 : rats témoins qui ont recu une alimentation normale ND.
L'orlistat est un anti-obésité qui agit comme un puissant inhibiteur de la lipase gastrique et
pancréatique, réduisant I'absorption des graisses alimentaires ( Ahn et al., 2014).
Aprés une consommation du régime HFD pendant 14 semaines, I'obésité a été vérifiée en utilisant

I’Indice de Lee calculé selon la formule suivante :

3/ Piods corporel (g)
langueur naso — anal (cm)

Indice de Lee = x 100
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> La langueur naso-anal indique la distance mesurée en ligne droite entre la pointe du nez et

I'anus du rat.

= ="

—— — .
———— e =

Lot 2: HFD+ médicament Lot 5: HFD seulement

IR
S0,

o -
S SES - L’extrait aqueux de feuilles
Lot 3: HFD + Extrait de prunus cerasus

Figure 15 : Répartition des groupes de I'activité anti obésité
et aspect de I'extrait aqueux (Originale)

X1.3 Prélevement de sang et d'organes

Les rongeurs ont été sacrifiés suite a un jelne de 12 heures. Le sang total a été prélevé et le sérum a
été obtenu par centrifugation (3000 rpm/15 min). Ce sérum a été récupéré pour un bilan biochimique.
Ensuite, une dissection des rats a été effectuée au cours de laquelle les organes (tissu adipeux, reins
et foie) ont été prélevés, rincés avec une solution saline physiologique et pesés individuellement. Une
portion des échantillons de tissus a été mise dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS
50 mM et pH = 7,4), homogénéisée, centrifugée puis les surnageants ont été stockés a température
basse (-20°C) jusqu'a leur utlisation pour évaluer les marqueurs du stress oxydatif.

X1.4 Analyse biochimique

Les analyses ont été réalisées au sein de 1’hopital CHU (Centre Hospitalo Universitaire Dr Tidjani
Damerji) de Tlemcen. L’évaluation du cholestérol total, triglycérides, urée et créatinine a été
effectuée avec un kit « Spinréact », en utilisant des méthodes enzymatiques colorimétriques, a
I'exception des activités des enzymes alanine transaminase (ALT) et aspartate transaminase (AST)
qui ont été mesurées par des méthodes cinétiques.
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X1.5 Analyse des marqueurs de stress oxydatif

Les marqueurs du stress oxydant ont été évalués au niveau sanguin, hepatique et rénal.

X1.5.a Mesure de protéines carbonyles

Principe

Les protéines ont été mesurées avec la BSA (Albumine de Sérum Bovin) comme étalon, et les
dilutions nécessaires ont été obtenus pour obtenir les concentrations correctes des protéines présentes
dans les tissus analysés.

Mode opératoire

e 1 mL de chague échantillon ou solution standard est introduit dans des tubes distincts.

e 1 mL du réactif de tartrate de cuivre est ajouté a chaque tube.

e Les tubes sont laissés a incuber a température ambiante pendant environ 10 minutes.

e 0,5mL du réactif de Folin Ciocalteu est incorporé a chaque tube.

e Les tubes sont délicatement mélangés par vortexage.

o lls sont ensuite laissés a incuber a température ambiante dans I'obscurité pour une durée de 30
minutes a une heure.

o L'absorbance des échantillons et des standards est évaluée a 750 nm (Lowry et al., 1951).

X1.5.b Détermination du taux de TBARS
Principe

Le dosage de TBARS se repose sur le principe de la réaction entre le malondialdéhyde (MDA)( dérivé
de peroxydation lipidique), et l'acide thiobarbiturique (TBA) dans un milieu acide et a température
élevée. Cette réaction produit un adduit coloré qui peut étre quantifié par spectrophotométrie (Draper
et Hadley, 1990)

Mode opératoire

e 0,2mL de I'échantillon a été ajouté a un volume égal de sodium dodécyl sulfate (8,1 %
SDS), 1,5 mL de I’acide acétique (20% a pH=3,5) et 1,5 mL de TBA (0,8 %).

e Le volume final a été ajusté en ajoutant d'eau distillée (4 ml).

e [’agitation du mélange est faite au bain-marie pendant 30 secondes.

e Une fois le refroidissement des échantillons terminé, 1 ml d'eau distillée et 5 ml de butanol
ont été incorpores.

e Les tubes ont été centrifugés a 1 000 g pendant 10 minutes apres avoir été vigoureusement
agités (Ohkawa et al., 1979).
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Expression des résultats
La mesure de I'absorbance dans la phase supérieure a été réalisée a 532 nm, et les résultats obtenus
ont été convertis en nmol/mg de protéines a l'aide d'un coefficient d'extinction molaire de 1,56 x 10°

L/mol/cm.

X1.5.c Détermination de glutathion réduit (GSH)
Principe
La détermination du GSH repose sur sa réaction avec l'acide 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoique)
(DTNB), produisant un dérivé jaune mesurable par spectrophotométrie (Ellman, 1959).
Mode opératoire
e 800 pL d'eau distillée glacée et 200 uL d'acide trichloracétique (TCA) a 50 % ont été ajoutés
a 1 mL d'échantillon.
e Apreés une agitation de 10 min, le mélange a été centrifugé (1200 g/ 15 min).
e Aprés avoir préparé un melange de 800 pL de tampon Tris (0,4 mol/L, pH=8,9) et 20 uL de
DTNB (0,01 mol/L), on y a ajouté 400 pL du surnageant.
e Le mélange a été soumis pour une incubation du 5minutes.
e L'absorbance a été lu a 412 nm (Sedlak et Lindsay, 1968).

Expression des résultats
[GSH] mmol/ mg de proteine= [(Absorbance /13600) x facteur de diltuionx10%] / [protéine]

X1.5.d Détermination de I’activité des enzymes antioxydantes :

» Superoxyde dismutase (SOD)
Principe
Le dosage du superoxyde dismutase (SOD) est basé sur une compétition entre deux réactions
impliquant 1'anion superoxyde (Oz"). D'une part, 'Oz oxyde le pyrogallol (2 une concentration de 10
mM), ce qui se traduit par l'apparition d'une couleur jaune. D'autre part, la SOD catalyse la
dismutation de cet anion. L'auto-oxydation du pyrogallol, qui est stimulée par I'éthyléne diamine tétra
acéetiqgue (EDTA), est inhibée par la SOD. Dans une fourchette de pH allant de 7,9 a 9,1, cette
inhibition peut atteindre 90%, soulignant ainsi la dépendance essentielle de cette auto-oxydation a
I'anion superoxyde (O27). (McCord & Fridovich, 1969).
Mode opératoire
15 uL de I'échantillon ont été mélangés avec 850 pL de tampon Tris-HCI (50 mM, pH 8,2), suivis de
I'ajout de 100 uL d'EDTA (10 mM) et de 50 uL de pyrogallol (2,5 mM préparé dans HCI 10 mM).
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L'absorbance du mélange a été mesurée a 420 nm a des intervalles d'une minute sur une période de 5
minutes. (Marklund & Marklund, 1974).

Expression des résultats

L'unité d'activité de la SOD est conventionnellement définie comme 1’enzyme qui provoquerait
I’inhibition a 50%de 1’autto-oxidation du réactif pyrogallol. Les équations ci-aprés sont utlisées pour
calculer I’activité de I’enzyme :

Inhibition totale
n X 50
o DO controle — DO échantillon
Inhibition totale = D0 x 100

Ou 'n' représente la quantité de protéines, exprimée en milligrammes (mg), contenue dans le volume

Unité de SOD /mg de protéines =

de I'échantillon utilise pour I'analyse.

» Catalase (CAT)
Principe
La catalase (CAT) agit en catalysant la décomposition du peroxyde d'hydrogeéne (H20:) en eau et en
dioxygene (O2). (McCord & Fridovich, 1969).
Mode opératoire
Le milieu réactionnel était constitué de 1 ml de tampon phosphate (0,01 M, pH 7,0), 0,1 ml de
I'échantillon et 0,4 ml de peroxyde d'hydrogene (2 M). La réaction a été interrompue par I'ajout de 2
ml d'un mélange d'acide dichromate acétique (préparé en combinant une solution de dichromate de
potassium a 5 % avec de I'acide acétique glacial dans un rapport volumique de 1:3). L'absorbance a
ensuite été mesurée a 620 nm. (Sinha, 1972).

Expression des résultats

Activité enzymatique de catalase (mmol / mg de protéine)= [(Absorbance / (0.036) xfacteur de

dilution] / [protéine]
X1.6 Etude histologique

e Préparation des échantillons :

Déshydratation : Les échantillons fixés sont déshydratés en les passants a travers des bains croissants
d'éthanol, Acétone et toluene.

Inclusion : Les tissus déshydratés sont incorporés dans de la paraffine liquide. Apres durcissement,
la paraffine crée un massif solide entourant les échantillons.

Coupe des Tissues :

A l'aide d'un microtome, les blocs de paraffine qui renferment les tissus sont tranchés en couches

fines (5 a 10 micromeétres d'épaisseur). Ces sections sont par la suite placées sur des lames de verre.
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Déparaffinage : Les sections de tissu sont déparaffinées en les traitant avec le xylene afin d’enlever
la paraffine.

Réhydratation : Les sections sont ensuite réhydratées en les immergeants a travers des solutions
d'éthanol de concentrations décroissantes, allant de 100% a 70%, xyléneet 1’eau.

Coloration :

La coloration la plus fréquemment utilisée est I'nématoxyline-éosine (H&E), qui offre la possibilité
d'observer les structures de base des cellules et des tissus. L'hématoxyline teinte les noyaux en bleu,
alors que I'éosine donne une teinte rose au cytoplasme et aux fibres.
Analyse Microscopique :

Les sections colorées sont observées au microscope optique afin d'évaluer les modifications
pathologiques.L'observation peut comporter I'examen de l'inflammation, la dégradation cellulaire, la

nécrose ou des modifications spécifiques associées a une pathologie ou a une thérapie.

X. Etude in vitro de I’activité anti inflammatoire
X.1 Culture cellulaire

Principe

La culture cellulaire repose sur le maintien de cellules vivantes dans un environnement contrélé,
imitant les conditions physiologiques, avec un milieu nutritif apprroprié, une température de 37 °C et
une atmosphere de 5 % de COg, afin d'étudier leur viabilité et leur réponse a divers stimuli (Freshney,
1994).

Mode opératoire

La lignée cellulaire de macrophages Raw 264.7 est cultivée dans un milieu de RPMI-1640 additionée
de 10 % de sérum de veau feetal (FBS), enrichi en pénicilline (50 U/mL) et streptomycine (50 g/mL).
La viabilité cellulaire a été déterminée par I'exclusion du bleu de trypan a 0,1 %. Les cellules ont été
comptées a l'aide d'un microscope optique aprées dép6t sur une lame de Malassez.Parallelement, les
macrophages ont été ensemencés a une densité de 107 cellules/puits dans des plaques a 96 puits. Nous
les avons ensuite laisses adhérer pendant une nuit a 37 °C sous une atmosphére de 5 % de CO: (Essid
etal., 2015).

Expression des résultats

Nombre de cellule

1
facteur de dilution

= nombre moyen de cellules dans 20carrés x 10* x
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Figure 16 : Le matériel utilisé pour la culture cellulaire (Originale)

X.1 Evaluation de la cytotoxicité

Principe

Le test colorimétrique MTT repose sur la capacité des enzymes succinate deshydrogénases
mitochondriales, présentes dans les cellules viables, a transformer le substrat hydrosoluble jaune, le
3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphénylbromure de tétrazolium (MTT), en un produit un formazan
insoluble de couleur bleue (Sanzan et al., 2001). Cette démarche vise a déterminer le nombre de
cellules viables afin d'étudier la prolifération et la cytotoxicité. (Sylvester, 2011).

Mode opératoire

La cytotoxicité de I'extrait de feuilles de cerisier a été réalisée sur des macrophages murins Raw 264.7.

e Des plaques de culture a 96 puits ont été ensemencées avec 2,4 x 10* cellules par puits et
incubées pendant 24 heures a 37 °C sous 5 % de COa.

e Les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de LPS ainsi d'extrait aqueux de
cerise acide (1 mg/mL et 10 mg/mL) pendant une période de 24 heures.

e Ensuite, 100 pL dune solution de bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium (MTT) a 1 mg/mL ont été ajoutés aux puits, et la plaque a été incubée
pendant 4 heures a 37 °C.

e Les cristaux de MTT ont ensuite été dissous avec du DMSO (diméthylsulfoxyde) et le
surnageant a été éliminé.

e Lalecture de I'absorbance a été effectuée a 570 nm (Essid et al., 2015).

Expression des résultats

e s . . €cs0 h
L'indice de sélectivité (IS) a été déterminé & partir de la formule suivante :SI = = °P-29¢

IC50 parasite

SI : Indice de sélectivité
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CC50 : concentration de traitement provoquant 50 % de la mort cellulaire

X.2 Mesure de la production de I’oxyde nitrite (NO)
Principe
Chez les macrophages murins, I'oxyde nitrique (NO) joue un réle bien établi dans les phénomenes de
toxicité(Lakics et Vogel, 1998). Sur le plan immunitaire, le NO fonctionne comme un agent
destructeur de cellules, ciblant les micro-organismes qui pénétrent dans les macrophages et les
cellules cancéreuses (Stuehr et Nathan, 1989).
Mode opératoire
e Le réactif de Griess a été utilisé pour mesurer la production de nitrite (NO).
e Dans des plagues a 96 puits, des macrophages RAW 264.7 ont été placés a une densité de 3
x 108 cellules/puits ;
e L'adhérence cellulaire a été permise par une incubation nocturne a 37 °C dans un incubateur
maintenu a 5 % de COx.;
e L'extrait de PC a été ajouté aux cellules a des concentrations variables ;
e Des liposaccharides (LPS) a 1 pg/ml (10 pl) ont été ajoutés pour stimuler lI'inflammation et
e Les plaques ont €té incubées a 37 °C pendant 24h ;
e Briévement, 100ul de surnageants de cellules cultivées ont été combinés avec le réactif de
Griess et laissés a incuber durant 20 minutes (température ambiante) ;
e [’absorbance a été mesurée a 570 nm en utilisant un lecteur de microplaques Synergy HT de

Biotek. (Damergi et al., 2023).

Expression des résultats

Pour déterminer la concentration en NO, une solution de NaNO?2 a été utilisée comme étalon. Nous
avons également établi la concentration inhibitrice a 50 % (ICso), soit la concentration capable de
diminuer de moitié la production de NO. Le L-NAME (N-nitro-L-arginine méthyl ester) a servi de

témoin positif.

XI.Etude in vivo de I’activité anti inflammatoire

X1.1 Choix des animaux

Seize rats Wistar sains (males et femelles, pesant entre 200 et 220 g) ont éte utilisés pour cette étude,
qui s'est déroulée dans les laboratoires de biologie et de chimie de I'université de Tlemcen. Les
animaux ont été maintenus dans des conditions environnementales standardisées, incluant une

humidité de 40 %, une température de 23 = 2 °C et un cycle lumiére/obscurité de 12 heures.
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X1.2 Modéle d'eedéme de la patte de rat induit par la carragénine

L'effet anti-inflammatoire de 1'extrait de feuilles de PC a été étudié en utilisant le modéle d'cedéme de
la patte induit par la carragénine, selon selon la méthode de Winter avec des modifications (Winter
etal., 1962).

Un oedeme aigu a été provoqueé chez les rats Wistar en injectant 0,1mL de carragénine a 1% dans
une solution saline dans I'intraplantaire de leur patte droite.

Une heure avant l'injection de la carragénine, les rats ont regu trois traitements oraux différents :
Groupel : les rats regoivent I'extrait de feuille de cerisier acide a 100 mg/kg ;

Groupe?2 : les rats regoivent le médicament de référence Diclofénac a 50 mg/kg ;

Groupe 3 : des rats témoins recoivent de I'eau physiologique comme groupe témoin.

Avant l'injection de carragénine (a t=0 heure), I'épaisseur de la patte a été mesurée a I'aide d'un pied
a coulisse, et cette mesure a été répétée a des intervalles de 1, 2, 3, 4, 5 et 6 heures apres I'injection.

L'eedéme de la patte d'un rongeur individuel a été mesuré selon le calcule suivant :

(Edeéme de la patte = volume de la patte au moment de I'analyse - volume initial de la patte

Le calcul de la proportion d'inhibition de la réaction inflammatoire a été effectué via I’équation

suivante :

e changement du volume de la patte chez 1'animal analysé
% d'inhibition =1 — —— x 100
changement du volume de la patte dans le groupe carragénine

Figure 18 : La mesure del’épaisseur de la pate par pieds a coulisse

(Originale)
X1.3 Analyse biochimique
A la fin de la période expérimentale (6 heures), du sang a été collecté dans des tubes secs en vue des
analyses immunobiochimiques, en particulier la mesure de la C-Protéine Réactive (CRP).
Parallelement, lI'analyse hématologique, comprenant la détermination du nombre de globules blancs
(WBC) et de lymphocytes (LY M), a été effectuée sur des échantillons de sang total prélevés dans des
tubes EDTA, au laboratoire central de I'hdpital CHU de Tlemcen.
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X1.4 Evaluation des paramétres de stress oxydant

Afin de déterminer les paramétres du stress oxydatif, des hémolysats ont été préparés a partir du culot
sanguin. La premiere étape a consisté & mesurer la teneur en proteines solubles totales des
échantillons. (Lowry et al., 1951), pour déduire la peroxydation lipidique par la réaction a l'acide
thiobarbiturique (TBA). Le taux de glutathion (GSH) a été evalué ensuite selon la méthode de Sedlak
& Lindsay (1968). Les activités enzymatiques totales du superoxyde dismutase (SOD) et de la
catalase (CAT) ont été mesurées respectivement par Marklund & Marklund (1974) et Sinha

(1972). Les protocoles sont détaillés dans la section consacrée a lanalyse de 1’activité anti obésité.

XII. Analyse statistique
Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel Graph Pad Prism 5.0. Les valeurs
obtenues dans 1’étude ont été exprimées sous forme de moyennes + SEM. L'’ANOVA a sens unique
a été utilisée pour évaluer les comparaisons multiples. Afin de déterminer précisément les groupes
présentant des différences significatives, un test post-hoc de Tukey a été appliqué.
Les résultats statistiques obtenus sont exprimés en moyennes £ écarts types (Mean+SD). L’étude
statistique est réalisée avec le logiciel SPSS version 2021. La signification statistique est déterminée
au moyen du test d’analyse de variance a sens unique (ANOVA) suivie par le test post-hoc de Tukey
pour comparaison par pairs.
La valeur trouvée affirme la différenciation des populations avec un risque d’erreur P tels que.
e P> (.05 : la différence n’est pas significative.
e *P <0.05 : la différence est significative.
o **¥P <0.01 : la différence est hautement significative.

o *¥%¥P < (.001 : la différence est trés hautement significative.
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Evaluation des
metabolites primaires

Extraction des
meétabolites secondaires

Rats Wistar,

Analyses chimiques

du sang

Paramétres de stress

Coupe
histologique

Figure 17 : Schéma du protocol expérimental (Originale)
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I. Détermination des métabolites primaires

Tableau 9 : Composition phytochimique de feuilles de cerisier acide

Composition en métabolites primaires Pourcentage (%)
Teneur en eau 7,77
Cendres 3,84
Fibres 3,21
Lipides 2,32
Sucres 19,05

Le tableau 9 présente les résultats obtenus de I'analyse des métabolites primaires, incluant la teneur

en eau, les cendres, les fibres, les lipides et les sucres.

1. Dosage des métabolites secondaires

La quantification des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins condensés a été réalisée a

partir de I'équation de régression linéaire issue de la courbe d'étalonnage. Les résultats sont exprimes

respectivement en milligrammes équivalent d'acide gallique et en milligrammes équivalent de

catéchine (Tableau 10) (courbes en annexe).

Tableau 10 : L'analyse quantitative des métabolites secondaires

Polyphenols (mg équivalent

d’acide gallique/g

Flavonoides (mg équivalent de Tannins condenses

catéchine/q) (mg équivalent de

catéchine/q)

Extrait Extrait Acétate n- Either 3,63
aqueux methanolique d’éthyl | butanol | diethylique
7,134 1,029 2,2 1,98 0,78

I11. Analyse de RP-HPLC-PDA

Les résultats obtenus a partir de I'analyse HPLC (Figure 20) ont montré que les feuilles sont une

source tres riche de polyphénols. L’acide chlorogénique était le composé phénolique le

predominant dans I'extrait de feuilles de cerisier acide. L’acide p-coumarique et la rutine étaient

également présents a des concentrations importantes, tandis que 1’acide gallique et la quercétine

étaient détecteés en petites quantités.
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HCH-CER-ROT-EXA-TO01 280:5:395:5P HPLC FLEXAR

8031
703
603

Chlorogenic acid

P-coumaric acid

Gallic acid
Quercetin

|
0 5 10 15 20 25 30
Time (min)

Figure 18 : Identification par HPLC des composés phénoliques présents dans I'extrait de feuilles de
cerisier acide (Originale)

V. Evaluation du pouvoir antioxydant

Le potentiel antioxidant des extraits de feuilles de cerisier acide est estimé par les tests de DPPH et

FRAP. Le tableau ci-aprés résume les résultats obtenus.

Tableau 11 : Evaluation d’activité antioxidantes des extraits de feuilles de cerisier

ameétres antioxidant DPPH FRAP
Extraits IC50 (mg/mL) EC50 (mg/mL)
Polyphénols 0,007 0,032
Aqueux 0,18 0,001
Acétate d’éthyle 1,05 0,064
n-butanol 1,51 0,075
Either diéthylique 1,03 0,034
Acide gallique 0,047 0,0036
Acide ascorbique 0,049 0,0038
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V. Etude de Pactivité anti-obésité

V.1 Effet de feuilles de I'extrait de cerisier sur le poids corporel, I'indice de Lee et poids des

organes

Les poids corporels des rats expérimentaux et les résultats de I'indice de Lee sont représentés dans le
tableau 12. Nos résultats ont montré que I'alimentation riche en graisses augmente le poids corporel
des rats (p < 0,001) par rapport aux rats nourris avec le régime normal. Tandis que, une réduction
significative (p < 0,01) du poids apres le traitement par I'extrait de feuilles de cerisier acide et I'Orlistat
(utilisé comme un médicament de référence). Le poids corporel a été réduit de maniére similaire (p <
0,01) chez les rats normaux traités par l'extrait de Prunus cerasus. L'obésité de rongeur a été
confirmée en calculant I’indice de Lee. Le groupe HFD a montré une augmentationplus élevé de

I'indice de Lee (p < 0,001) par rapport au groupe ND, suggérant une plus grande adipocite.

Tableau 12 : Poids corporel et indice de Lee des rats expérimentaux tout au long du régime HFD
et du traitement par I'extrait de feuilles de cerisier acide

Groupes Poids initiale (g) Poids apres Poids apres 6 L’indice de Lee
14semaines de semaines de
régime (g) traitement (g)
ND 163.66+2.60 244.66+2.91 250.00+2.88 284.4+4.59
ND+PC 210.66+0.33"" | 264.66+6.69™* 212.66+7.68* 291.86+2.69"
HFD 273.66+2.33"" | 364.66+4.73"" 379.66+6.0"" 317.58+2.07"
HFD+PC 269.66+0.88"" | 315.66+4.917" | 284.00+3.067* | 293.68,+4.737"*
+ ++
HFD+Orlistat | 274.66+0.67" | 333.00+1.73"" | 281.66+1.20™* | 295.36,+2.08""*

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 5), *p < 0,05 : indique une différence significative par rapport
au groupe normal, **p < 0,01 : indique une différence hautement significative par rapport au groupe normal, ***p <
0,001 : indique une différence trés hautement significative par rapport au groupe normal ; +p < 0,05 indique une différence

significative par rapport au groupe HFD ; ++p < 0,01 indique une différence significative par rapport au groupe HFD.

Comme le montre le tableau 12, I'administration de HFD pendant 14 semaines a entraine une
augmentation hautement significative du poids des organes (p < 0,001) par rapport a ceux du groupe
normal. Cependant, la supplémentation de I’extrait de PC et de I’Orlistat a significativement diminué
le poids des organes (p < 0,001). De plus, les rongeurs normaux nourris avec de I'extrait de PC

diminuent le poids de tous les organes testés (p < 0,001) par rapport aux rangeurs témoins.
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Tableau 13 : Poids des organes des rats normaux et expérimentaux.

Organes | Groupes ND ND + PC HFD HFD + PC HFD + orl

Coeur (9) 0.78 £ 0.74+£0.03 1.11+0.05™ 0.77 £0.18* 0.96 + 0.03™"*
0.03

Foie (g) 6.11 + 5.41+0.63™ | 10.13+0.50™" | 7.95+0.41™" | 8.37+0.38""
0.38

Reins (g) 150 + 1.36 = 2.17+0.13" | 1.81+0.08™" | 1.92+0.09™"*
0.08 0.09™*

Tissu adipeux (g) 1.79 + 1.64 + 437+0.80™ |3.30+0.19™"" | 3.11+0.257"*
0.07 0.217*

Testicules (g) 4.04 £ 3.68 £ 4,96 +0.14™ 419+0.12° 4.24 +£0.14"
0.06 0.21™"*

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 5), *p < 0,05 : indique une différence significative par rapport
au groupe normal, **p < 0,01 : indique une différence hautement significative par rapport au groupe normal, ***p <

0,001 : indique une différence trés hautement significative par rapport au groupe normal ;+p < 0,05 indique une différence

significative par rapport au groupe HFD.

V.2 Effet de I'extrait de cerisier sur les parametres sanguins

Les rongeurs nourris avec le regime HFD ont hautement augmenté (p < 0,001) les teneurs en
TG et TC, qui ont pu étre diminuées (p < 0,01) par l'ajout d'extrait de PC et de 1’Orlistat. La
supplémentation d'extrait de PC au groupe ND a diminué (p < 0,05) ces paramétres par rapport au
groupe normal.

Le groupe HFD présente un taux hautement significativement de creatinine (p < 0,001) et
d’urée (p <0,01) que le groupe ND. Le traitement avec PC avait un taux d’urée plus bas (p < 0,05) et
a tres hautement significativement réduit le taux de la créatinine (p < 0,001) par apport au groupe
HFD, revenant & un niveau semilaire a celui du groupe ND. Tandis que, le traitement avec 1’Orlistat
a augmenté le taux d’urée (p < 0,01) par arapport au groupe HFD at trés significative par rapport au
ND (p < 0,001).

Une élévation notable (p < 0,001) des ALT et AST a été observée chez les rats nourris avec le HFD
par rapport aux rats témoins normaux. Tandis que, les groupes expérimentaux recevant l'extrait de
PC et I'Orlistat ont réduit significativement (p < 0,05) le niveau des enzymes marqueurs sériques par
rapport au groupe de HFD. Le groupe ND+PC a montré une augmentation significative p < 0,05) de

I’ALT et n’a pas montré de différence significative de I’AST par rapport au groupe ND (Tableau 14).
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Tableau 14 : Paramétres sanguins du rat témoin et du rat traité avec l'extrait de feuilles de
cerisier acide

Groupes ND ND + PC HFD HFD + PC HFD + orlistat
TC (mg/dl) |47.60+1.72 |45.4+ 144" |92.80+2.08"" |624+103"" |64.0+0.88""
TGs (mg/dl) | 48.00 +1.46 | 44.2 +2.76" 78.00 +3.12™" [ 37.2+1.2"" 56.00 + 5.39™*
Urée (mg/dl) |[5.76+0.21 |5.27+0.12"" |6.66+0.05" 6.52+0.21™ 8.05+0.03""*
CREA 27.80+1.46 |26.4+1.12 52.40 +0.93™" | 26.2+0.37" 36.40 + 1.12"*
(mg/L)

AST (u/L) 72.00+1.15 | 77 + 3.64" 124.00 + 1.15™" | 80.33 £8.89"* | 91.66 +0.88
ALT (u/L) 36.66 +0.88 | 44.33+529"* | 92.00+1.15"" |42.33+557"" |49.00+0.58"*

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 5), *p < 0,05 : indique une différence significative par
rapport au groupe normal, **p < 0,01 : indique une différence hautement significative par rapport au groupe

normal, *p < 0,001 : indique une différence trés hautement significative par rapport au groupe normal ;+p < 0,05

indique une différence significative par rapport au groupe HFD.
V.3 Effet de I’extrait de feuilles de cerisier sur le stress oxydatif

Des hémolysats et des fractions congelées de rein et de foie ont servi a étudier I'effet
d'un régime HFD, d'un extrait de Prunus cerasus et d'Orlistat sur les antioxydants enzymatiques
(Tableau 15, 16 et 17).

Dans I’ensemble, notre étude a montré de maniere statiquement significative que le régime
HFD altére de facon marquée le statut antioxydant dans les hémolystats, les reins et les tissus
hépatiques par apport aux résultats obtenus pour le régime standard. Cependant, la
supplémenation de I’extrait de PC au régime HFD a permis d' établir ces anomalies dans les
deux organes, en particulier la réduction a des niveaux prochesa ceux des groupes de contrdle,
avec des différences tres hautement significatives (p < 0,001) par rapport au groupe HFD.

Le traitement par I’orlistat a également contribué a améliorer les paramétres du stress oxydatif
dans I'hémolystas, un effet qui n'a pas €té observé dans le foie, ni dans le rein. Néanmoins, les
données relatives a ces parametres indiquent que I'administration de I'extrait de PC avec le
régime standard n'entraine pas de différences significatives aux résultats observés chez les rats

témoins.

Tableau 15 : L'effet du HFD, de I'extrait de Prunus cerasus et de I'Orlistat sur les antioxydants
enzymatiques dans I’hémolysats.
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Groupes TBARS Catalase SOD GSH
(mmol/mg (nmol/mg (1U/mg (mmol/mg
protein) protein) protein) protein)

ND 1.33£0.20 0.97 £0.20 12.83+£0.41 9.91+0.57

ND + PC 1.48 +0.16™" 0.97+0.06 12.53+1.63 8.43 £ 0.56

HFD 2.39+1.19" 1.03 +£0.04™ 9.80 +0.49™ 4.88 +0.28™"

HFD + PC 1.25+0.02" 0.98 + 0.08 16.04 + 2.47 7.50 +1.87

HFD + 1.39 + 0.09* 1.03+£0.06 16.64 + 2.45™ 7.58 + 0.48"

Orlistat

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne £ SEM (n =5), *p < 0,05 : indique une différence significative par

rapport au groupe normal, **p < 0,01 : indique une différence hautement significative par rapport au groupe

normal, ***p < 0,001 : indique une différence trés hautement significative par rapport au groupe normal ;+p <

0,05 indique une différence significative par rapport au groupe HFD ; ++p < 0,01 indique une différence

significative par rapport au groupe HFD.

Tableau 16 : L'effet du HFD, de I'extrait de Prunus cerasus et de I'Orlistat sur les
antioxydants enzymatiques dans le foie.

Grounes TBARS Catalase SOD (mﬁ?l;lm
b (mmol/mg protein) | (nmol/mg protein) | (IU/mg protein) /mg

protein)

ND 2.48 +0.58 0.90 + 0.22 0.17 + 0.06 12.62 + 3.41

ND + PC 2.96+0.73" 0.93+0.21 0.20 + 0.04" 12.81+ 4.44

HFD 1.49 + 0,39 173+ 041" 0.22 + 0.04 14.23 + 3.24™

HFD + PC 1.84 +0.38™ 0.75+0.11™ 0.13 +0.06" 12.73 + 4.39

HFD + Orlistat 0.67 +0.14™" 0.90 + 0.24* 0.07 + 0.02"" 20.80 + 483+

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM (n = 5), *p < 0,05 : indique une différence significative par

rapport au groupe normal, **p < 0,01 : indique une différence hautement significative par rapport au groupe

normal, ***p < 0,001 : indique une différence trés hautement significative par rapport au groupe normal ;+p <

0,05 indique une différence significative par rapport au groupe HFD ; ++p < 0,01 indique une différence

significative par rapport au groupe HFD.
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Tableau 17 : L’effet du HFD, de I'extrait de Prunus cerasus et de I'Orlistat sur les antioxydants
enzymatiques dans le rein

Reins TBARS Catalase SOD GSH
(mmol/mg (nmol/mg (1U/mg (mmol/mg
protein) protein) protein) protein)

ND 4,95+ 1.19 1.97+0.5 0.34+ 0.22 13.46+ 3.28

ND + PC 5.02+2.15™ 2.04+0.5™ 0.31+ 0.03 13.22+ 3.72

HFD 11.64+2.85™" 3.02+0.74™ 0.71+ 0.04 12.54 + 3.09

HFD + PC 5.53+ 1.45™ 1.87+0.38™ 0.33+ 006" 12.67 +4.37

HFD + 0.60+0.15™ 0.59+ 0.08+0.02™ 15.09 £ 3.83

Orlistat 0.15™

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne = SEM (n = 5), *p < 0,05 : indique une différence significative par
rapport au groupe normal, **p < 0,01 : indique une différence hautement significative par rapport au groupe
normal, ***p < 0,001 : indique une différence trés hautement significative par rapport au groupe normal ;+p <
0,05 indique une différence significative par rapport au groupe HFD ; ++p < 0,01 indique une différence

significative par rapport au groupe HFD.

V.4 Etude histologique

V.4.a Tissu adipeux
Jusqu'a présent, a notre connaissance, aucune étude n'a exploré I’impact histologique des
feuilles de cerisier acide sur I'obésite.
Les coupes histopathologiques de tissus adipeux de rats sont présentées dans la figure 21.
La microscopie révéle des adipocytes de taille similaire dans le groupe ND et dans le groupe
ND+PC. Cependant, la consommation de HFD a induit une augmentation considérable de taille
de cellules adipeuses. La supplémentation d'extrait de PC et d'Orlistat a I'HFD a montré une

taille plus petite des cellules adipeuses comparativement au groupe HFD.
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Figure 19 : Adipocytes des rats du groupe expérimental (Hématoxyline et éosine, grossissement
40X).
La fleche indique la taille des cellules adipeuses.
a : Régime normal (ND) : adipocytes de taille similaire ; b : Régime riche en graisses (HFD) : élargissement des
cellules adipeuses ; ¢ : ND+PC ( L’extrait de Prunus cerasus)petite taille des cellules adipeuses ; d : HFD+PC avec
petite taille des cellules adipeuses ; e : HFD+ Orlistat (Orl : médicament standard) petite taille des cellules adipeuse

V.4.b Foie

Le tissu hépatique des rats nourris aux ND présentait une veine centrale intacte et des
hépatocytes normaux avec des noyaux euchromatiques incurvés rayonnant a partir de la veine
centrale (figure 22. a). L'examen histologique du foie des ND supplémentés en extrait de PC
pendant 6 semaines était similaire a celui des rats sous régime normal (figure 22. b). Cependant,
le foie du rat obése a révélé des altérations dues a la présence d'une inflammation portale
(Figure2 . c) qui a été nettement réduite par la supplémentation d'extrait de feuilles de cerisier
acide et d'Orlistat (Figure 22.d ; Figure 22. e).
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Figure 20 : Tissu hépatique des rats du groupe expérimental (hématoxyline et éosine, grossissement 40X).
Les fleches indiquent I’infiltration de cellules inflammatoires
a : Régime normal (ND) : veine centrale intacte et hépatocytes normaux ; b : Régime riche en graisses (HFD) :
présence d'une inflammation portale (fleche) ; ¢ : ND+PC (extrait de Prunus cerasus) architecture hépatique
normale ; d : HFD+PC absence d'inflammation ; e: HFD+ Orlistat (Orl : médicament standard) absence

V.4.c Reins
Le groupe témoin ND présentait des reins sains avec des glomérules normaux, et des tubules
normaux (figure 23. a). Les reins du groupe (ND+PC) présentaient presque la méme
architecture que ceux du groupe témoin ND. Un polymorphisme éosinophile dans la graisse
périnéale et infiltration de cellules inflammatoires a été observeés sur les reins des rats obéses,

ainsi que sur ceux des rats obeses traités avec 1’Orlistat.
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Figure 21 : Tissu rénal de rats du groupe expérimental (hématoxyline et éosine, grossissement 40X)

Les fléches indiquent I’infiltration de cellules inflammatoires
a : Régime normal (ND) glomérules normaux, tubules normaux et interstitium normal ; b : Régime riche en graisses (HFD)
polymorphisme éosinophile dans la graisse périnéale et infiltration de cellules inflammatoires ; ¢ : ND+PC (extrait de
Prunus cerasus) architecture rénale normale ; d : HFD+PC I'inflammation modérée et légere ; e: HFD+ Orlistat (Orl :
médicament standard) polymorphisme éosinophile dans la graisse périnéale et une infiltration de cellules inflammatoires.

V.4 Effet des feuilles de cerisier sur les parameétres antioxydants

l. Activité anti inflammatoire in vitro

Les cellules macrophages sont des acteurs majeurs de la réaction immunitaire innée. Les propriétés
anti-inflammatoires potentielles des feuilles de PC ont été examinées en utilisant les cellules RAW
264.7 comme un modéle inflammatoire in vitro.

L'activiteé inhibitrice de I'oxyde nitrique, I'effet cytotoxique et I'indice de sélectivité de I'extrait de PC
figurent dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 18 : L'activité inhibitrice de I'oxyde nitrique, I'effet cytotoxique et I'indice de selectivité
de I'extrait de PC.

Echantillons L’inhibtion de | Effet cytotoxique L’indice de
NO ICso (ng/mL) LCso (ug/mL) selectivité
Prunus cerasus 58.25 + 0.36 622.82+ 0.52 10.69
L-NAME 21.30+£0.24 33241+1.7 15.60

L'extrait a eu un faible effet cytotoxique sur les cellules macrophages avec une valeur LC50 de 622,82
+ 0,52 pug/mL. Cette valeur est importante en comparant a celle du contréle positif, le L-NAME (N-
nitro-L-arginine methyl ester). L'utilisation d'une thérapie a base d'extraits de PC a entrainé une
réduction dose-dépendante de la production de NO. Nous pouvons suggérer que la production de NO

a été significativement inhibée par I'extrait testé en raison d'un taux important de composés bioactifs.

V1. Activité anti inflammatoire In vivo

V1.1 Effet de ’extrait PC sur I’cedéme de la patte de rat induit par la carragénine

L’injection d'une solution de carragénine & 1 % a induit une inflammation observable dans I'heure
qui a suivi (I'épaisseur de I'cedéme était de 6,52 mm), et cet cedéme a progressivement augmenté pour
atteindre 11,02 mm aprés 4 heures. Cependant, I'extrait de PC et le diclofénac ont été capables de
réduire la formation d'cedéme chez les rats contre 1'inflammation induite par la carragénine apres 4
heures de 78,50 et 75,18 % respectivement. A la fin de l'expérimentation, aucune différence
perceptible n’a été détectée entre I'effet inhibiteur du Diclofénac et de I'extrait de feuilles de cerisier

acide.
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Figure 22 : L’épaisseur de la patte de l'cedéme dans les groupes expérimentaux pendant six
heures

Groupe témoin négatif : inflammation visible et cedéme accru. Extrait de PC et Diclofénac :
réduction de la formation d'cedéme chez les rats contre I'inflammation induite par la carragénine.
*Chaque valeur représente la moyenne + I'erreur standard de la moyenne (moyenne = SEM), (n

= 4 rats par groupe).
Les valeurs avec le méme exposant ne sont pas significativement différentes.
*|es valeurs sont significativement différente (P < 0,05) **Les valeurs sont hautement
significativement différentes (P < 0,01) *** Les valeurs sont trés hautement significativement
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Figure 23 : Pourcentage d'augmentation du diamétre de la patte.
Chaque valeur représente la moyenne + I'erreur standard de la moyenne (moyenne + SEM), (n =4
rats par groupe).
Les valeurs avec le méme exposant ne sont pas significativement différentes.
*les valeurs sont significativement différente (P < 0,05) **Les valeurs sont hautement
significativement différentes (P < 0,01) *** Les valeurs sont trés hautement significativement
différentes (P < 0,01) dans le groupe Diclofénac par rapport au groupe témoin
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Figure 24 : Pourcentage d'inhibition de lI'oedéme chez le rat Wistar
Chaque valeur représente la moyenne + I'erreur standard de la moyenne (moyenne + SEM), (n =4
rats par groupe).
Les valeurs avec le méme exposant ne sont pas significativement différentes.
*les valeurs sont significativement différente (P < 0,05) **Les valeurs sont hautement
significativement différentes (P < 0,01) *** Les valeurs sont trés hautement significativement
différentes (P < 0,01) dans le groupe Diclofénac par rapport au groupe témoin.

V1.2 L’effet de ’extrait de feuilles de cerisier sur les paramétres du sang

Suite a l'administration de I'extrait PC et du médicament de référence, le Diclofenac, une
augmentation notable des globules blancs (WBC) et des microglobules lymphocytaires (LY M) a été
observée. En ravenche, l'extrait et le diclofénac ont réduit la concentration de la CRP en comparaison
au groupe témoins cedémateux.

Le tableau ci-dessous présente 1’effet du Diclofenac et I’extrait de PC sur les paramétres sanguins :

Tableau 19 : Effet de I’extrait des feuilles de cerisier acides et le diclofenac sur les paramétres du
sang

Groupes WBC 10%/L LYM% CRP mg/L
Contrdle négative 16.35 £ 0.87 7.05+0.02 1.32+0.04
Diclofenac 19.72 +0.64" 8.75+0.14™ 0.82+0.07"
L’extrait de PC 18.23 £ 0.02 9.02 + 0.54 " 0.89+0.03
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V1.3 L’effet de I’extrait de feuilles de cerisier sur les parameétres du stress oxydatif

Dans le groupe traité avec de la carragénine, le niveau de GSH était Iégerement plus bas comparé au
groupe ayant recu du diclofénac et de I'extrait aqueux qui ont stimulé positivement I'activité de ce
parametre (figure 26.a). Idéalement, le niveau des activités de SOD et CAT dans le groupe
supplémenté en extrait de PC rapproche a celui du groupe recevant le diclofenac (26.b et 26.c) Un
niveau élevé de TBARS dans le groupe du contréle négatif indique un stress oxydatif significatif
provoqué par la carragénine. Le taux de TBARS dans le groupe recevant I'extrait aqueux de Prunus
cerasus est significativement diminué, méme plus important que Diclofenac, indiquant un retour a un

état physiologique normal.
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Figure 25 : Effet de I'extrait de PC sur le paramétre de stress oxydatif
a : Niveau de GSH (mmol/mg de protéine) ; b : niveau de SOD (1U/mg de protéine) ; c :
niveau de catalse (nmol/mg de protéine) ;d : Niveau de TBARS (mmol/mg de protéine);
contréle négatif : groupe carragénine.
Chaque valeur représente la moyenne + I'erreur standard de la moyenne (moyenne £ SEM), (n
= 4 rats par groupe).
Les valeurs avec le méme exposant ne sont pas significativement différentes.
*|es valeurs sont significativement différentes (P < 0,05) **Les valeurs sont hautement
significativement différentes (P < 0,01) dans le groupe Diclofénac par rapport au groupe
témoin.
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Les composés naturels issus des plantes sont depuis longtemps et resteront des sources vitales de
potentiel thérapeutique (Chaachouay et Zidane, 2024). Une importance considérable a été attribuée
aux traitements a base de plantes en raison des métabolites secondaires qu'elles renferment,
notamment les polyphénols(Saad, 2023). Plusieurs activités biologiques ont été démontré
notamment: 1’effet antioxydant (Costa et al., 2021), anti-obésité (Zhang et al., 2023) et anti-
inflammatoire (Tassinari et al., 2023). Les feuilles du cerisier acide Prunus cerasus, membre de la
famille des Rosacées, constituent une source prometteuse de composés phénoliques (Zymoné et al.,
2024).

Les métabolites primaires

Les métabolites primaires dans les feuilles de cerisier de variété acidulée ont été déterminés en
calculant les teneurs en humidité, cendres, fibres alimentaires, lipides et sucres.

L'analyse de la teneur en eau des feuilles de cerisier acidulé révéle une proportion d'environ
7,77 %. De cette mesure, le pourcentage de matiére séche (MS) est estimé & 92,23 %. Etant donné
que les plantes fraiches sont généralement riches en eau (60 a 80 %), une bonne conservation nécessite
une teneur en eau inférieure ou égale a 10 % (Paris et Moyse, 1965). Ainsi notre résultat de la teneur
en eau (7.77%), inférieure & 10% concorde parfaitement a la conclusion citée ci-dessus ; il confere a
notre poudre de feuille de cerisier une meilleure conservation a long terme. Les conditions climatiques
du lieu de récolte et les méthodes de stockage, qui affectent la teneur en MS, peuvent expliquer la
variabilité de la matiére seche entre les espéces. (Jimenez et al., 1977).
La teneur en cendres des feuilles de la plante testée est de 3.84 %. Contrairement au cendre de feuilles
de cerise doux qui était dans I’intervalle de 9,5 et 11 % (Dziadek et al., 2018). La grande variété de
la composition des cendres s'explique par des éléments comme : l'espéce végétale, la partie de la
plante, la saison et les conditions du sol (Brill, 1999). Ainsi, la teneur en éléments minéraux dans les
végetaux varie également avec le stade de la maturité et la période de la récolte (Spear, 1994). Cela

explique la différence sentre nos résultats et le résultat obtenu par la littérature.

Les fibres alimentaires se composent de polymeres glucidiques d'origine végétale, souvent
accompagnés dans la plante de lignine ou d'autres substances non glucidiques comme les
polyphénols, les cires, les saponosides et les phytostérols (AFSSA, 2002).

L'analyse a révelé que les feuilles de cerisier ont un taux de fibres alimentaires de 3,21 %, tandis que
les cerises acides n'ont pas percu comme une source significative de fibres alimentaires (Serradilla
et al., 2016). Les feuilles de cerise doux étaient également la meilleure source de fibres alimentaires
parmis les autres parties végétales (fruits et pétioles) testés par Dziadek (Dziadek et al., 2018).

L'apport alimentaire en fibres influe positivement sur divers indicateurs métaboliques, y compris les
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taux de cholesterol total (TC) et de triacylglycérol (TG), ainsi que sur lI'obésité et les cancers(Saura-
Calixto et al., 2009; Zhao et al., 2018).

Le rendement des lipides totaux de feuilles de cerisier obtenu est seulement de 2,14 %. Notre résultat
concorde parfaitement avec les résultats de lipides de feuilles de cerises doux qui varient entre 2,2 et
2,7 % (Dziadek et al., 2018). Les cerises sont aussi des aliments pauvres en graisses. Leur teneur en
lipides variait entre 0,2 et 0,7 g/100 g de portion comestible (Saxholt et al., 2008). La teneur en
lipides obtenue dépend de la technique d'extraction, du solvant utilise, de la durée de I'opération, ainsi

que la granulométrie (Mountasser et Elhadek, 1999)

Notre étude révéle que la teneur en sucres totaux des feuilles de cerise acide est de 19,05 %. Les
feuilles de cerise doux Prunus avium étaient entre 20 et 26,9% en hydrates de carbone (Dziadek et
al., 2018) . La composition en sucre est variable et dépend des conditions climatiques et selon les
systemes de culture (Hrotko, 2008). La teneur de sucre disponible de cerise acide (fruit) varie
communément entre 11 et 15 % (Serradilla et al., 2016). Il est généralement constaté que
l'augmentation de la concentration de saccharose (sucre présent dans la feuille et le fruit de cerisier)

dans les feuilles est corrélée a une réduction de cette concentration dans le fruit (Hudina et al., 2007).

Métabolites secondaires

Le taux de polyphénols de I’extrait aqueux est estimé a 7,134mg équivalent d’acide gallique/g de MS,
alors que I’extrait méthanolique a seulement 1,029mg équivalent d’acide gallique/g de MS. En effet,
le rendement et le type des composes extraits varierait également en fonction des conditions
d’extraction tel que: le type de solvant, la taille des particules, 1’état du matériel végétal et la
température(Naczk et Shahidi, 2006). Notre analyse de I'extrait aqueux de feuilles de cerisier acides
dépasse les 3,17 mg GAE/g résultant du méme extrait dans la recherche menée par I'équipe Nowak
(Nowak et al., 2016). Notre résultat reste toujours important par rapport a I'extrait aqueux de feuilles
de laurier-cerise (0,83 mg GAE/g) (Ozkan et al., 2023). Les feuilles de cerisier acide sont donc une
source naturelle précieuse de polyphénols (Wojdylo et al., 2021). En outre, les études menées sur
I'extraction des produits derives de P. cerasus ont révelé que l'utilisation de techniques vertes est une
option durable pour I'extraction de composés bioactifs, car il est possible de travailler avec des
solvants verts tels que l'eau (Chatzimitakos et al., 2023). De plus, I'eau fournit un extrait un
rendement plus élevé (Shahidi et al., 2020). Congernant les fruits de cette variété, leur teneur totale
en polyphénols est de 3,72 mg GAE/g. (Lkrik, 2015). En littérature, la teneur en polyphénols de
feuilles de cerisier différe d’un auteur a un autre. Les fluctuations généralement constatées peuvent

étre attribuees a differents élements, notamment la variété, 1’origine géographique, les conditions de
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culture, la partie analysée, la maturation et les méthodes utilisées pour I’extraction des polyphénols
(Ayaz et al., 2007).

L’extrait de flavonoides de la phase d’acétate d’éthyle est le plus riche avec un taux de 2,2 mg
équivalent de catéchine/g de MS par rapport aux autres phases de flavonoides : n-butanol et either
diéthylique qui tiennent 1,98 et 0,78mg équivalent de catéchine/g de MS respectivement. Le taux des
flavonoides de feuilles de cerisier acides obtenu par macération des variétés de North Star (Etats-
Unis), Kelleris (Danemark) et Tikhonovskaya (Russie) est estimé a 11,75 + 0,20 mg/g, 11,61 + 0,34
mg/g et 11,12 + 0,19 mg/qg, respectivement (Zymoné et al., 2024). On peut déduire que 1’extraction
par macération est plus efficace pour I’extraction des flavonoides. Effectivement, la durée de
I'extraction, la température a laquelle I'extraction a eu lieu et le type de solvant utilisé influence le
taux des flavonoides (Salihovi¢ et al., 2024). La feuille de cerisier doux, tient également un taux
important avec 9,15 mg équivalent de catéchine/g de MS (YUksekkaya et al., 2021). Cette différence
s’explique que les flavonoides varient d’une plante a une autre.

La teneur en tanins condensés présents dans les feuilles de cerisier acidulé est de 3,63 mg équivalent
de catéchine/g de matiére séche. La teneur totale en tanins des cerises acides et douces (fruits) était
comprise entre 32,33 et 236,61 mg d'équivalent d'acide gallique/100 g de poids de fruits frais
(Prvulovié¢ et al., 2012). Nous supposons que cela est d0 au godt amer de cerises acidulées
(Melichacova et al., 2010). La quantification des tanins condensés dans les feuilles du cerisier noir
Prunus serotina a éte réalisée a lI'aide de la méthode a la vanilline et il a été démontré qu'elle changeait
selon les saisons (29,13 + 13,91 et 94,08 + 35,95 équivalent de catéchine/g de MS en Juin et Aodt
respectivement), atteignant les valeurs les plus élevées en Juillet (114,94 + 31,53 catéchine/g de MS)
(Halarewicz, 2011). On peut mentionner que cette disparité est attribuable a la période de la récolte
des feuilles.

L’analyse de RP-HPLC-PDA

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est I'une des nombreuses méthodes utilisées
pour quantifier les composés phénoliques des matieres végétales (Zhang et al., 2022). Le profil
analytique obtenu par le RP-HPLC-PDA a montre que le composé phénolique prédominant dans
I’extrait de feuilles de ceriser est : I'acide chlorogénique. L'acide p-coumarique et la rutine étaient
également présents a des concentrations importantes, tandis que 1’acide gallique et la quercétine
étaient détectés en petites quantités. Il a été constaté que I'acide gallique, chlorogénique et coumarique
étaient aussi presents dans l'extrait polyphenolique des feuilles de Prunus cerasus (Nowak et al.,
2016). L'acide chlorogénique a été également apercu en fruit (Sokol-Eetowska et al., 2018; Tesi¢ et
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al., 2018), et en marc de cerise acide, qui est la peau et la chair du fruit obtenu apres le pressage du
jus (Okur et al., 2019).

La présence d'acide chlorogénique a été notée dans les extraits méthanoliques de feuilles de laurier-
cerise, mais la rutine, elle, n'a été détectée que dans les extraits de fruits (Karabegovi¢ et al., 2014).
En outre, les feuilles de cerisier doux ont été caractérisées par une teneur élevée en acide
chlorogénique et en acide p-coumarique (Dziadek et al., 2019). Cependant, les fruits sont caracterisés
beaucoup plus par la quercétine (karabegovic et al., 2017).

Notre résultat concorde parfaitement avec les recherches mentionnées précédement concernant la
présence dominante de 1’acide chlorogénique dans la feuille de cerisier acide.

Activité antioxidante

Plusieurs auteurs ont comparé les différentes méthodes utilisées pour estimer la capacité
antioxydante des fruits et légumes comme DPPH et FRAP. Les valeurs obtenues a l'aide des
différentes méthodes peuvent étre trés similaires, comme l'ont constaté (Blando et al., 2004), ou
peuvent diverger, car les méthodes sont basées sur des mécanismes réactionnels différents (Pissard
et al., 2016). Pour une comparaison entre les extraits testés, on a calculé 1’IC50. Sachant que des
valeurs IC50 plus faibles indiquent une activité antioxydante plus élevée (Jiang et al., 2008).

L’inhibition par le radical de piégeage d’extrait méthanolique, aqueux et de flavonoides de Prunus
cerasus ont été évaluées par le test DPPH. Cette méthode est fréquement utilisée dans I'analyse de
Iactivité antioxydante (Svare-Gaji¢ et al., 2018). Les valeurs d'IC50 obtenues par le test DPPH
étaient de 0,18 + 0,22 mg/mL pour I'extrait aqueux de PC et de 0,07 mg/mL pour l'extrait de
polyphénols. L’ICso des extraits testés rapprochent des antioxydants de référence a savoir 1’acide
gallique (ICso = 0,058 mg/mL) et I’acide ascorbique (ICso = 0,049 mg/mL). Selon la litérature, les
extraits hydrométhanoliques des tiges de Prunus cerasus et des feuilles de Prunus avium présentent
une 1Csp de 0,36 mg /mLet de 0,911 + 0,16 mg/mL respectivement(Jesus et al., 2019; Svarc-Gaji¢
et al., 2018b). L'analyse comparative des deux variétés de cerisiers (acide et doux) a permis de
conclure que les cerises acides Prunus cerassus possédent la plus notable activité antioxydante
(DPPH) (Pissard et al., 2016). On peut déduire que les composés phénoliques dans nos feuilles de
cerisier possédent un effet antioxydant important. Les composés phénoliques sont effectivement
essentiels a la neutralisation des espéces réactives de I'oxygene et a la protection contre les dommages
du stress oxydatif (Obasi, 2020). Ainsi, une activité antioxydante significative est liée a une forte
concentration en composés phénoliques (Clodoveo et al., 2023).

La capacité de réduction du fer est aussi une méthode rapide, reproductible et simple pour évaluer

I'activité antioxydante(Benzie et Strain, 1996), ainsi la plus couramment utilisée pour déterminer la
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capacité des extraits végétaux a réduire le Fe*3 en Fe*2(Bouchreit-Otmani et al., 2014). La puissance
de réduction est I'un des mécanismes antioxydants (Karagozier et al., 2008). En fait, Fe?" est
déterminée en mesurant et en suivant l'intensification de la couleur bleue dans le milieu réactionnel
(Chung et al., 2002). Les résultats graphiques obtenus indiquent que la capacité de réduction du Fe+3
en Fe+2 augmente proportionnellement a la concentration de I'échantillon. Nos extraits testés
exercent donc une activité réductrice. Le résultat de I'extrait aqueux parait supérieur méme a celui de
I'acide gallique. D'apreés les résultats trouvés dans la litérature, les feuilles de Prunus cerasus ont une
capacité réductrice de 13 a 17,2 mmol Trolox Equivalent /100 g (Wojdoylo et al., 2021). En outre,
les fruits de cerisiers aigres de 21 cultivars confirment la capacité antioxydante par FRAP. Les
résultats varient de 10,45 a 30,65 mmol Trolox Equivalent /100 g (Sokot-E.etowska et al., 2020). Les
études citées ont quantifié la capacité antioxydante du Prunus cerasus en utilisant le trolox comme
étalon, rendant difficile une comparaison directe avec nos données.

L’activité anti obésite

En raison du niveau élevé d’antioxydants, les feuilles peuvent étre une source potentielle pour la
production de nouveaux aliments fonctionnels. Leur utilisation pourrait étre intéressante dans le
traitement de maladies non transmissibles telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete,
I'obésité, ainsi que certains types de cancer (Dziadek, Kope¢, et Pigtkowska, 2019)

Un régime riche en graisses (HFD) pendant 6 semaines favorise I'obésité chez les rats (Rason et al.,
2016). L'obésite des rats Wistar a eté confirmée en caluculant I'indice de Lee (les rats dont l'indice
est supérieur a 310 sont considérés comme obéses) (Lee, 1929). Le groupe HFD a montré une
augmentation considérable de I'indice de Lee. Les résultats ont confirmé que l'alimentation riche en
graisses augmente le poids corporel des rats comparé aux rats ayant recu le régime normal. De plus,
nous avons pointé une réduction significative du poids suite au traitement par 1’infusion de feuilles
de PC, ainsi par l'orlistat. Le poids corporel a été réduit de maniere similaire chez les rats normaux
traité avec 1’extrait de PC. Des résultats sémilaires ont été trouvé par 1’équipe de Dziadek (2019) en
administrant I’extrait de fruit et feuille de cerise doux avec le régime riche en cholesterol (Dziadek,
Kopeé, et Piatkowska, 2019) . L'alimentation riche en fructose et en cholestérol peut augmenter le
dépdt de graisse viscérale (EI-Shehawi et al., 2021). Effectivement, notre régime contient ces deux
aliments. Néanmoins, il n'y a pas eu de variations dans le gain de poids corporel des rats lorsque les
régimes riches en fructose ont été combinés avec les fruits et les feuilles de cerisier doux (Dziadek,
Kope¢, et Piatkowska, 2019). On peut donc déduire que la compostion du régime affecte également

les résultats de I’obésité.
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L’administration combinée de PC et d'orlistat avec un régime HFD a entrainé une dimunition
remarquable du poids des organes par rapport a ceux du groupe HFD. Il est bien connu que l'orlistat
agit comme un puissant inhibiteur de la lipase gastrique et pancréatique, entrainant une diminution

de I'absorption des graisses alimentaires (Viner et al., 2010).

Les rongeurs nourris au HFD ont augmenté les teneurs en TG et TC qui ont pu étre diminuées par
I'ajout d'extrait de PC et d'Orlistat. Des résultats comparables ont été obtenus lorsque 1 % de feuilles
Iyophilisées de cerisier doux ont été administrées en se basant sur régime riche en fructose (Dziadek,
Kope¢, Piatkowska, et al., 2019). Une étude précédente a mis en évidence I'efficacité du cerisie acide
en association avec un régime riche en fructose pour diminuer les taux de TC et de TG de 87 a 75
mg/dl et de 34 a 28 mg/dl respectivement (Seymour et al., 2008). Cet effet pourrait étre lié a la
teneur en rutine et en acide chlorogénique (composés phénolique détetcté par 1’analyse HPLC) de
I'extrait de Prunus cerasus, dont il a été confirmé qu'ils réduisent la concentration de TG. La rutine
et l'acide chlorogénique tous deux ont déja démontré leur capacité a réduire les taux de TG

(Michélikové et al., 2019) et a améliorer le métabolisme des lipides (Ong et al., 2013).

La créatinine et I'urée sériques sont des marqueurs de I'état fonctionnel des reins (Gowda et al., 2010).
Les concentrations élevées de créatinine et d'urée observées chez les rongeurs nourris a la fois au
HFD et au HFD+ Orl, suggérent un risque accru d'insuffisance rénale. La toxicité rénale induite par
l'orlistat a déja été démontrée (Tousson et al., 2018). L’extrait de PC a maintenu le taux de crea et
uree tandis que lorsqu’il est associé avec le régime HFD a baissé ces deux marqueurs. Nous supposons
gu’une gquantité adéquate de fibres pourrait é&tre recommandée chez les personnes atteintes de maladie
rénale chronique, afin de maintenir une composition et un métabolisme adéquats du microbiote

intestinal et de contribuer a la prévention de I'obésité et de ses risques (Camerotto et al., 2019).

Les enzymes alanine aminotransférase (ALT) et aspartate aminotransférase (AST) sont des
biomarqueurs de la fonction du foie. Le régime riche en graisses a entrainé une dégradation de cette
fonction, observable par une prise de poids du foie et une activité enzymatique accrue de I'ALT et de
I'AST en comparaison avec les rats nourris du régime standard. Le taux d’augmentation des sériques
d'AST et d'ALT apres l'administration de I’HFD a été confirmé dans divers recherches sur des souris
(Li et al., 2019) et des rats (Amin et Nagy, 2009). L'augmentation des taux d'enzymes hépatiques
peut étre un signe de stéatose hépatique, de Iésions hépatiques et/ou de stress oxydatif (Van Beek et
al., 2013). Les rats obeses recevant I'extrait de PC ou I'Orlistat ont réduit le niveau des ces enzymes.
Les feuilles de cerisier doux ont également un effet favorable sur la réduction de l'activité de ces
enzymes (Dziadek, Kopeé, & Piatkowska, 2019).
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e L’analyse histologique

La formation de cellules adipeuses, connue sous le nom d'adipogenese, est un processus de
différenciation par lequel des préadipocytes indifférenciés sont convertis en adipocytes complets. Ces
adipocytes stockent I'énergie (Jakab et al., 2021). L'obésité résulte soit d'une hypertrophie
(augmentation de la taille des cellules adipeuses), soit d'une hyperplasie (augmentation du nombre de
cellules adipeuses), soit d'une combinaison des deux (Baldini et al., 2021b). Le réegime HFD a
provoqué une augmentation considérable de la taille des cellules adipeuses. Il a été rapporté que la
consommation de HFD entraine une augmentation de la taille des adipocytes (Heo et Choung, 2018).
La supplémentation d'extrait de PC au groupe HFD a montré une taille plus petite des cellules
adipeuses par rapport au groupe nourri par le régime HFD. Cela peut étre di aux composeés bioactifs
de I’infusion des feuilles de PC qui controlent leur différenciation et le métabolisme des lipides
(Pérez-Torres et al., 2021). Le régime alimentaire enrichi en pépins de cerise acidulée seuls ou en
combinaison avec du jus de cerise acidulée semble induire une modification moins sévere de la
morphologie du tissu adipeux brun intrascapulaire que celle observée chez les rats nourris avec le
régime HFD (Bellitto et al., 2024b). L'histologie du foie des rats normaux supplémentés en extrait
de PC pendant 6 semaines était similaire a celle des rats ayant suivi un régime normal. Cependant, le
foie du rat obése a révélé des altérations dues a la présence d'une inflammation portale qui a été

nettement réduite par la supplémentation d'extrait de feuilles de cerisier acide ou d'Orlistat.
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En outre, il a été rapporté que I'nyperlipidémie est liée aux dommages, a I'inflammation et au
dysfonctionnement du tissu hépatique (Saidi et al., 2022). Les résultats obtenus soulignent que
I'extrait de PC comme I'Orlistat peuvent ameliorer I'architecture du foie. Ce qui concorde avec
les resultats sanguines des enzymes AST et ALT. L’efficacité de l'orlistat dans la stéatose

hépatique a été déja confirmé ( Wang et al., 2018).

Un polymorphisme éosinophile dans la graisse périnéale et une infiltration de cellules
inflammatoires sont des caractéristiques des reins des rats obéses et des rats traités par Orlistat.
Cela suggeére une probable lipotoxicité, un syndrome défini par le stockage des acides gras non
estérifiés et leurs produits dans les organes tels que les reins, induisant ainsi une inflammation

chronique (Engin, 2017).
o Effet des feuilles de cerisier acide sur les parametres antioxydants

Le glutathion (GSH), en tant que thiol non protéique majeur, est essentiel a la premiére ligne
de défense contre les radicaux libres. (Prakash et al., 2009; Joy et Nair, 2008). Les
concentrations de glutathion (GSH) ont baissé dans le groupe HFD, mais elles ont été rétablies
immeédiatement apres I'administration de I'extrait de PC et de l'orlistat. Les taux de GSH ont
montré également une réduction aussi importante dans les tissus rénaux et hépatiques des
animaux obeses (Noeman et al., 2011). Cette baisse du GSH pourrait s'expliquer par sa forte
défense contre le stress oxydatif causé par le régime HFD, lequel engendre un déséquilibre entre
la production d'especes oxydantes et les antioxydants. (Kesh et al., 2016 ;Athesh et al., 2020).
Le régime HFD affecte également les concentrations obtenues de SOD et CAT. Par ailleurs, la
suplémentation d'extrait de PC au groupe HFD a permis d'atténuer ces anomalies. Au cours du
dommage oxydatif, les cellules disposent des systemes enzymatiques SOD et CAT pour
combattre les radicaux superoxydes(Erdeve et al., 2004).

L'acide thiobarbiturique (TBARS) est un indicateur de la peroxydation lipidique résultant aussi
de I'établissement d'un stress oxydatif (Kolsi et al., 2017). En effet, notre extrait a pu inhiber
la formation de TBARS qui avait été affectée par le régime HFD. L'extrait éthanolique de pulpe
combiné a des graines moulues dégraissées de cerisier acide (P. cerasus L.) diminuait aussi le
niveau sérique des substances réactives thiobarbituriques (TBARS) (Marinlleli et al., 2020).
Dans I'ensemble, le traitement des rats obéses par I’orlistat a également contribué a améliorer
les parameétres du stress oxydatif dans I'némolystas, cependant ce n'était pas le cas pour les reins

et les tissus hépatiques. L'Orlistat, tout en offrant des bienfaits, peut également provoquer des
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toxicités telles que la néphrotoxicité, I'népatotoxicité et les effets indésirables gastro-intestinaux
(Priyadharshini et al., 2019).

Activité anti inflammatoire in vitro

L'essai de réduction du MTT est une technique largement répandue pour évaluer la toxicité
cellulaire (Muthaura et al., 2011). L'extrait de I’infusion des feuilles de PC exerce une
cytotoxicité importante en comparant a celle du contrdle positif, le L-NAME (N-nitro-L-
arginine methyl ester). Les activités cytotoxiques des tiges de cerisier acide et doux obtenues
par extraction a I'eau subcritique (150°C pendant 30 min a une pression de 20 bars dans un
extracteur/réacteur subcritique de type discontinu) étaient trés proches et ont également montre
une cytotoxicité importante contre différentes lignées de cellules tumorales(Svarc-Gajié et al.,
2018b). L'utilisation d'une thérapie a base d'extrait de PC a entrainé une réduction dose-
dépendante de la production del’oxyde nitrite (NO). D’autres résultats encourageants similaires
dans la réduction de I'inflammation ont été observes avec les extraits hydroéthanoliques de
feuilles de cerisier doux, qui ont ralenti la production de NO par les cellules macrophages
(RAW 264.7) stimuluées par les lipopolysaccharide (LPS). Les infusions aqueuses de tiges, de
fleurs et de feuilles de cerisier variété doux ont une activité de piégeage avec des valeurs 1C50
de 111,4 £ 0,31, 149,3 £ 0,94 et 183,5 £+ 0,72 pg mL-1, respectivement, notre extrait semble
meilleur par rapport a cette étude (IC50 = 58.25 + 0.36 ug mL-1) (Nunes et al., 2022).L'étude
faite par I’équipe de Biro indique que I'extrait d'anthocyanine de cerisier acide purifié pourrait
également réduire la réponse inflammatoire induite par le LPS (Biro et al., 2019).

Nous pouvons suggérer que la production de NO a été significativement inhibée par I'extrait
testé en raison d'un taux important de polyphénols. Dans notre étude, les feuilles de cerisier
acide contiennent environ 7,134 mg GAE/g de polyphénols, ce qui peut expliquer pourquoi
I’extrait de PC a un effet plus important sur la diminution de I'accumulation de NO. En outre,
selon Rui et al, le NO peut se lier aux radicaux libres de I'oxygene pour former des oxydants
puissants impliqués dans les dommages oxydatifs des cellules et des tissus (Rui et al., 2017).
Par conséquent, en augmentant l'activité des ROS, la production de NO est inhibée(Serra et
al., 2018). Notamment, en accord avec les résultats des activités antioxydantes (DPPH et
FRAP), I’extrait PC a montré d'excellentes activités antioxydantes et de piégeage des ROS, ce
qui indique que la diminution du niveau de NO est étroitement liée a des niveaux élevés de
polyphénols et a ses activités de piégeage des radicaux.

L'indice de sélectivité (1S), qui représente le rapport entre la CC50 et la CI50 (CC50/CI50), est
un parametre essentiel. Une valeur IS plus élevée indique un composé plus sdr et plus efficace

(Subramanian et al., 2024). L'indice de sélectivité doit étre mesuré afin de déterminer si
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I'échantillon a le potentiel d'étre développé davantage. Si I'indice de sélectivité est supérieur a
10, un extrait peut étre examiné de maniere plus approfondie (Chaniad et al., 2023). De plus,
I’indice de selectivité est le rapport entre la cytotoxicité et I'activité biologique est défini et il
est considéré genéralement que l'efficacité biologique n'est pas due a la cytotoxicité in vitro
lorsque I'lS > 10 (Vonthron-Sénécheau et al., 2003). L’extrait de PC concorde parfaitement
avec ces hypotheses.

Activité anti inflammatoire in vivo

L'induction d'un cedéme par la carragénine constitue un modele pertinent pour la recherche de
nouveaux agents anti-inflammatoires (Sengar et al., 2015). L’injection de la carragénine a 1 %
a progressivement augmenté 1’épaisseur de I’cedéme qui a été réduit aprés 1’administration de
I'extrait de PC et le diclofenac. L’extrait a des dose 100, 150, and 200 mg/kg peuvent réduire
significativement I'cedéme de la patte de 76,0, 80,1 et 84,0 %, respectivement (Raafat et al.,
2020). De plus, la réduction de I'épaisseur de la patte a été observé a 30 et 90minutes avec
I’extrait d'anthocyanes de cerises Les résultats obtenus concordent avec la littérature concernant
la réduction de 1'cedéme de la patte par I’extrait de fruits Prunus cerasus obtenus par sonication
avec I’acétate d'éthyle. chez des rats Sprague-Dawley (Tall et al., 2004). La taille de 1'cedéme
de la patte est un bon indicateur du degré d'inflammation et dure environ cing heures
(Morikawa et al., 2003; Vazquez et al., 2015). Par conséquent, L'inhibition du gonflement de
la patte induit par la carragénine par des composés ou extraits suggere des propriétés anti-
inflammatoires similaires a celles de certains AINS (Ajayi et al., 2020).

L'eedéme de la patte induit par la carragénine est un phénomeéne inflammatoire biphasique. La
premiére phase dure de 60 a 150 minutes et produit des kinines, tandis que la seconde phase
dure de 150 a 360 minutes et libére des prostaglandines (Tlili et al., 2018). Cette analyse
suggere que l'activité anti-inflammatoire de I’infusion de feuilles de Prunus cerasus pourrait
inhiber les médiateurs de l'inflammation au cours des deux phases de la formation de I'cedéme.

e Evaluation des paramétres sanguins

Les globules blancs, incluant les granulocytes, les monocytes, les macrophages et les cellules
lymphatiques, sont essentiels a la réponse immunitaire d'un organisme (Glenn et Armstrong,
2019).

Aprés I’administration de 1’extrait et le médicament de réfeérence le Diclofenac, les globules
blancs (WBC) et les microglobules lymphocytaires (LY M) ont significativement augmenté par
rapport au groupe témoin. En tant qu'éléments de base de I'inflammation, les globules blanc

peuvent répondre a diverses stimulations pour déclencher l'inflammation et arréter sa
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progression (Fredman, 2019). On peut déduire de cela que I'extrait de Prunus cerasus pourrait
avoir des propriétés immunomodulatrices. Effectivement, une augmentation des cellules
immunologiques/inflammatoires a été signalée comme indiquant une réponse inflammatoire
accrue au site de la lésion tissulaire. Lors de [l'inflammation, les cellules
immunologiques/inflammatoires générent des ROS qui endommagent les macromolécules et
produisent également une quantité importante de médiateurs pro-inflammatoires,
particulierement des chimiokines, des cytokines et des prostaglandines. Ces marqueurs pro-
inflammatoires recrutent les macrophages et activent I'inflammation (Chen et al., 2018c¢)

La CRP (protéine C-réactive) est établie comme un marqueur sensible de I'état inflammatoire.
(Rizo-Téllez etal., 2023). C’est une protéine de phase aigué qui est produite par les hépatocytes
et d'autres types de cellules apres la stimulation par I'interleukine-6 (IL-6) (Ullah et al., 2021).
Les résultats de paramétres sanguins montrent que la concentration de CRP difféere
significativement entre le groupe témoin cedémateux et les groupes traités a l'extrait de PC et
au diclofénac. Cette différence pourrait s'expliquer par la synthése et la libération de CRP dans
le sang sous l'effet des meédiateurs de l'inflammation induite par la carragénine (Ablij et
Meinders, 2002). L’administration de I’extrait de feuilles de cerisier et de Diclofenac aux rats
Wistar a diminué la concentration de la CRP. Il est possible de déduire que les groupes
chimiques de la plante inhibent la synthese des molécules pro-inflammatoires, réduisant ainsi
la forte libération des protéines de I'inflammation, en particulier la CRP, durant les processus
inflammatoires (Jialal et al., 2004).

e Evaluation des paramétres du stress oxydatif

Le glutathion (GSH) protege des éléments cellulaires vitaux contre les dommages induits par
les especes réactives de lI'oxygene (Pompella et al., 2003). Le stress oxydatif résulte d'un
déséquilibre entre la production d'espéces oxydantes et l'activité des systémes antioxydants
comme la CAT et la SOD (Gorrini et al., 2013). L’extrait aqueux a augmenté l'activité de GSH
et le niveau des activités SOD et CAT. Toutefois, ces indices ont diminué par rapport au groupe
de la carragénine. L'étude de Raafat a également mis en évidence une augmentation des niveaux
de catalase et une diminution du glutathion lors de I'évaluation des graines et des fruits du
cerisier acide (Raafat et al., 2020). Le traitement avec les anthocyanes de cerises acidulées a
10, 20, et 40mg/kg une élévation du taux de SOD chez des rats Sprague Dawley (He et al.,
2006). Par ailleur, les souris nourris avec du 1’aliment commerciale enrichie de 10 % ou 50 %
de jus de cerise acide ont présenté une augmentation du niveau de SOD dans le foie et le sang.
Les parties végétales du cerisier doux (feuilles, tiges et fleurs) ont démentré une forte capacité
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de defense contre le stress oxydatif ainsi que l'inflammation (Jesus et al., 2019; Nunes et al.,
2022). La peroxydation lipidique, un processus de dégradation des lipides par les radicaux
libres, entraine la formation de composés appelés substances réactives a I'acide thiobarbiturique
(TBARS). La mesure des TBARS est largement utilisée comme un indicateur fiable du stress
oxydatif (Draper et Hadley, 1990). On a observé une diminution notable du taux de TBARS
chez les rats ayant recu l'extrait PC, comparativement aux rats témoins. Une réduction des
TBARS implique que I'extrait a atténué la peroxydation lipidique, protégeant ainsi les cellules
contre les dommages oxydatifs (Sreelatha et Padma, 2011). Ceci souligne le potentiel anti
inflammatoire de I’infusion des feuilles de PC. Il est établi que les antioxydants peuvent réduire
le stress oxydatif (Singh et al., 2020). Etant donné que notre extrait posséde un pouvoir

antioxydant puissant, on peut supposer que cette action est la cause possible de ce résultat.

Il ressort de nos résultats que I'extrait de feuilles de cerisier Prunus cerasus est doté
d'un effet antioxydant significatif, d'un effet anti-obésité intéressant et d'un effet anti-

inflammatoire notable.
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Conclusion et perspectives

L'obésité augmente le risque de développer plusieurs maladies et s'accompagne d'une
inflammation chronique de bas grade. Par ailleurs, le nombre limité de médicaments
disponibles pour traiter I'obésité et I'inflammation, ainsi que leurs effets indésirables, soulignent
la nécessité de développer de nouvelles approches thérapeutiques. Le cerisier acide, Prunus
cerasus, est un fruit bien réputé pour ses bienfaits sur la santé. Par ailleurs, les feuilles, qui font
I'objet de peu d'études, sont considérées comme des déchets végétaux, mais leur utilisation peut
étre intéressante.

Le présent travail vise a contribuer a la valorisation des feuilles du cerisier, Prunus
cerasus, d’origine Algérienne, plus précisement de la région d’Oued lekhdar (Tlemcen), qui
sont et qui demeurent toujours de grandes importances en médecine traditionnelle gréace a leurs
pouvoirs thérapeutiques et susceptibles d’étre utilisées dans des multiples domaines.

Au cours de la recherche effectuée nous pouvons souligner les conclusions suivantes :

e L'analyse par HPLC indique une forte concentration de polyphénols dans les feuilles de
cerisier acide, avec l'acide chlorogénique comme composé phénolique principal

e L’évaluation de I’activité antioxydante par les méthodes de DPPH et FRAP nous a
permis de conclure que ’extrait de feuilles de cerisier posséde une puissante activité
antiradicalaire et un pouvoir réducteur puissant.

e Le traitement avec un extrait d’infusion de cersie acide et de I’Orlistat a réduit le poids
chez les rats Wistar a 9,84% et 15,61% respectivement.

e L'extrait de PC a montré un effet anti-obésité interessant, se traduisant par une
modulation des profils lipidiques sériques (TG, TC) et en ameliorant le niveau des
marqueurs sériques de la fonction rénale (CREA et UREE) ainsi que la fonction
hépatique (AST et ALT) chez les rats.

e Les coupes histologiques des organes du rat et 1’étude des paramétres antioxydants
(GSH, SOD, CAT et TBARS) démontrent également I'efficacité de I'extrait teste.

e Les propriétés anti-inflammatoires sur les macrophages (cellules RAW 264.7) in vitro
et le modele d'cedeme de la patte du rat causé par la carragénine in vivo confirment le
potentiel de I'extrait en tant qu'agent anti-inflammatoire

e Les parameétres antioxydants (GSH, SOD, CAT et TBARS) et le profil biochimique
démontrent également 1'efficacité de l'extrait de en tant q’anti inflammatoire.

Les résultats que nous avons obtenus sont importants et il serait judicieux de les approfondir
avec les perspectives suivantes :

e Identifier les principes actifs responsables des activités biologiques etudiées.
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Conclusion et perspectives

Examiner le r6le des principales hormones de la régulation de I'appétit, a savoir la
ghréline et la leptine.

Etudier d’autres activités biologiques des feuilles de cerisier acide comme I’activité anti
microbienne, hépatoprotectrice et antiproliférative.

Inclure le thé a base de feuilles de cerisier dans une recherche portant sur des rats Wistar
soumis a un régime riche en fructose ou en glucose, afin d'explorer les bénéfices
éventuels de ces feuilles pour traiter le dysfonctionnement métabolique, le stress
oxydatif et les déséquilibres glycémiques.

Identifier les interleukines majeures dans I’inflammation et 1’obésité

Réaliser des études précliniques afin de déterminer les doses efficaces de I'extrait pour

I'usage humain.
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Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux selon la méthode de Folin-

Ciocalteu.
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R? =0,9919

DO nm

(mig équivalent de catéchine/g)

L’évolution du poids des rats pendant les 14 semaines (Q)

Semaines HFD HFD+PC ND+PC HFD+Orl ND
1 273,6667 266,3333 209 274,6667 163,6667
2 290 268,6667 213,3333 287,3333 172,3333
3 299,3333 276 222,6667 289,6667 186,3333
4 302,6667 283 236 295 192,3333
5 302,3333 285,6667 236,6667 297,3333 194
6 306,6667 290,3333 239,6667 297,3333 198
7 319 296,3333 244,3333 311 208
8 326,3333 303 235 314,3333 213,6667
9 327,6667 308,3333 238 315,3333 216,6667
10 335,3333 300,6667 245,3333 325,3333 227,6667
11 334,6667 310 254,6667 328 229,3333
12 337,6667 316,6667 255 327 229,6667
13 344,3333 319 256,6667 338,3333 239
14 367,3333 323,3333 264,6667 343,3333 244,6667

Le traitement des rats avec I’extrait PC et I’Orlistat pendant les 6 semaines
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Semaines HFD HFD+PC ND+PC HFD+ORL ND
1 366,3333 314,3333 258 335,6667 250
2 385,3333 307 254 331 250
3 381,6667 302 243,3333 329,6667 264,6667
4 387,3333 297,3333 235 324 254,6667
5 378 290 221,3333 305,3333 242,3333
6 379,6667 285 215,3333 298,3333 250
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Résumé

Prunus cerasus L. (PC), communément appelé cerisier acide, de la famille des Rosaceae. Cet arbre a feuilles caduques est
caractéristique de la région de Tlemcen. L'objectif de cette étude est de réaliser un screening phytochimique profil métabolique
afin d’évaluer les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-obésité de I'extrait de feuilles de cerisier acide.
L’obésité est induite chez le rat Wistar par un régime riche en graisse (HFD) pendant 14 semaines. Aprés la vérification de
I’obésité en calculant l'indice de Lee, les rats ont été divisés en : Groupe 1 : les rats ont poursuivi leur régime HFD. Groupe 2
: les rats ont regu I'extrait de PC en combinaison avec le HFD (HFD+PC). Groupe 3 : les rats obeses ont été soumis au traitement
medicamenteux d'orlistat (30 mg/kg p.c.) (HFD+ Orl). Groupe 4 : ce groupe comprend les rats qui ont suivi un régime standard
tout en étant traités par I'extrait de PC (ND+PC). Et un groupe 5 témoins qui ont regu une alimentation normale ND. Les
propriétés anti-inflammatoires sur les macrophages RAW 264.7 in vitro et le modéle d'cedéme de la patte droite du rat causé
par la carragénine in vivo ont été investigués par la suite.

L'analyse de HPLC montre que I’acide chlorogénique était le composé phénolique prédominant dans l'extrait de feuilles de
cerisier acide. L'extrait de PC présente un effet antioxydant important déterminé par les tests DPPH et FRAP. Le traitement par
I’extrait aqueux de PC ou d’Orlistat améliorent le profil lipidique et induisent une perte de poids estimé a 9,84% et 15,61%
respectivement. Les coupes histologiques de foie, rein et tissu adipeux des rongeurs démontrent également I'efficacité de cet
extrait. L'extrait aqueux de PC n'a pas eu d'effet cytotoxique sur les macrophages des cellules RAW 264.7 tout en inhibant la
production de nitrite de maniere dose-dépendante (L’IC50 de NO 58,25 + 0,36pg/mL). Le modéle d'ccdéme de la patte de rat
induit par la carragénine confirme le potentiel anti-inflammatoire de I'extrait comme le Diclofénac (médicament de référence)
en réduisant I'épaisseur de la patte de 78,50 et 75,18 % respectivement.

Les feuilles de cerisier acide pourraient donc potentiellement étre intéressantes pour une utilisation thérapeutique dans le
contréle de I'obésité et le traitement de I'inflammation.

Mots-clés : Cerisier acide, feuilles, anti oxydant, anti obésité, anti inflammatoire, Orlistat, macrophage, HPLC.

Abstract

Prunus cerasus L., commonly known as sour cherry, belongs to the Rosaceae family. This deciduous tree is characteristic of
Tlemcen region. The aim of this study is to carry out the phytochemical screening to assess the antioxidant, anti-inflammatory
and anti-obesity properties of sour cherry leaf extract (PC).

The obesity is induced in Wistar rats by a high-fat diet (HFD) for 14 weeks. After the confirmation of obesity by calculating
the Lee index, rats were divided into: Group 1: rats continued taking the HFD . Group 2: rats received PC extract in combination
with HFD (HFD+PC). Group 3: obese rats were treated with the medicament Orlistat (30 mg/kg bw) (HFD+ Orl). Group 4:
rats fed with standard diet treated with PC extract (ND+PC) And Group 5: a control group fed with Normal diet (ND). The
anti-inflammatory properties on RAW 264.7 macrophages in vitro and the carrageenan-induced rat paw edema model in vivo
were subsequently investigated.

HPLC anlysis showed that chlorogenic acid was the predominant phenolic compound in sour cherry leaf extract. PC extract
exhibited a significant antioxidant effect, as determined by DPPH, FRAP. Treatment with PC extract and Orlistat improved the
lipid profile and reduced body gain to 9.84% and 15.61% respectively. Histological sections of rodent liver, kidney and adipose
tissue also demonstrate the efficacy of this extract. PC aquoeus extract had no cytotoxic effect on macrophages in RAW 264.7
cells, and inhibited the nitrite production in a dose-dependent manner (NO IC50 58.25 + 0.36ug/mL). The carrageenan-induced
rat paw edema model provided the anti-inflammatory potential, same as Diclofenac (reference drug), in reducing paw thickness
by 78.50 and 75.18% respectively.

Therefore, sour cherry leaves could potentially be interesting for therapeutic use in controlling obesity and the treatment of
inflammation.

Keywords: sour cherry, leaves, antioxidant, anti obesity, anti inflammatory, Orlistat, macrophage, HPLC.




