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Introduction

La fammile des Rutacées regroupent des plantes principalement arbustives ou
arborescentes, caractérisées par leurs parties aériennes souvent aromatiques, riches en huiles
essentielles. Cette famille inclue plusieurs genres et espéces économiquement importantes
comme les especes Ruta (Aziz et al., 2010; Rauf ef al., 2024). Ce dernier, il est largement
répandu dans les régions tropicales et subtropicales, avec une forte diversité en Afrique, en
Amérique du Sud, en Asie et en Australie. Certaines de ses espeéces, comme 1’espece Ruta
tuberculata, sont également adaptées aux climats tempérés, notamment dans le bassin
méditerranéen (Abaul ef al., 1994; Pollio et al., 2008). Ruta tuberculata Forssk. est I’une
des plantes méditerranéennes qui se caractérise par ses feuilles charnues, ses fleurs jaunes et
ses fruits capsulaires. Il a été rapporté qu’elle contient divers composés phytochimiques
actifs, notamment des alcaloides, des acides phénoliques, des flavonoides, des tanins et des
coumarines, qui lui conférent une larfge spectre des vertus thérapeutiques et des activités
biologiques telles que les aptes antioxydantes et anti-inflammatoires (Chaibeddra et
Zellagui, 2016). Traditionnellement, cette plante est utilisée pour traiter diverses maladies
(Hadjadj et al., 2024; Hamdi et al., 2018). Aujourd'hui, son potentiel pharmacologique
suscite un intérét croissant, particulierement dans les domaines de la dermatologie et de la
protection contre le stress oxydatif, ouvrant ainsi des perspectives prometteuses pour des

applications thérapeutiques modernes.

Les radicaux libres et les rayons UV du soleil sont des facteurs clés dans le
vieillissement cutané et les dommages oxydatifs, contribuant ainsi a diverses affections
dermatologiques (Papaccio ef al., 2022). La recherche d'écrans solaires naturels est
actuellement l'une des initiatives les plus appréciées dans la medecine alternative du domaine
de beauté et des soins cutanés. En effet, les écrans solaires a base de plantes sont tres
innovants, car ils combinent les propriétés émollientes de phytocomposés et leurs potentiels
antioxydants et anti-inflammatoires en offrant alors une protection tangible a la peau (Suk et

Gew, 2024).

Dans ce contexte, notre étude vise a évaluer les activités antioxydantes et 1’effet

photoprotecteur des extraits de Ruta tuberculata contre les radiations solaires, en utilisant
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deux types d’extraits: aqueux et méthanolique. Les tests DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) et phénanthroline ont été¢ employés pour investiguer le pouvoir antioxydant
in vitro, tandis qu’un modele d’étude sur des rats a nous permis d’inspecter I’effet

antiaxydante in vivo des extraits testés.
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Familles des Rutacées

Caractéristiques botaniques

La famille des Rutacées (Rutaceae) est une grande famille botanique cosmopolite,
comprenant une diversité d'arbustes, d'arbres et de plantes herbacées. Elle regroupe d’environ
1500 a 2040 especes réparties en 150 a 170 genres (Rauf et al., 2024). Cette famille tire son
nom du genre Ruta, notamment de l'espeéce Ruta graveolens L, un petit arbuste aromatique
et rustique. Le nom du genre Ruta dérive du latin rita, désignant la rue, une plante au gott
acre. Le suffixe « aceae », d’origine latine, est couramment utilisé pour nommer les familles

botaniques (Antoine et Fraricois, 2017).

Les Rutacées sont communément appelées la famille des agrumes et sont classées dans
l'ordre des Sapindales. Les plantes de cette famille se caractérisent par des fleurs a graines
divisées en quatre ou cinq parties, dégageant souvent de forts parfums. Les formes et les
tailles de ces plantes varient, allant des herbes aux arbustes et aux petits arbres (Panda ez al.,
2019). Certaines especes de cette famille sont particuliecrement connues pour leurs fleurs
extrémement parfumées, utilisées dans la production d'huiles essentielles commerciales

(Aziz et al., 2010).

D'un point de vue botanique, les Rutacées se caractérisent principalement par trois traits
distinctifs: des feuilles présentant des points translucides contenant des cellules sécrétrices
d'huile, des fleurs d'un blanc pur avec un stigmate visiblement huileux, et des fruits de forme
charnue, généralement de type baie (Panda ef al.,, 2019). De plus, les fleurs des Rutacées
sont parfaitement unisexuées. Cependant les sépales peuvent étre soudés ou distincts, et leur
nombre varie de 2 a 5. Au fait, les pétales, au nombre de 2 4 5, ont une longueur allant de
quelques millimétres a plusieurs centimeétres. Alors que, les étamines varient en nombre de 2
a 60, et les filaments sont généralement distincts, bien qu'ils puissent parfois étre soudés

(Chase et al., 1999).

Les especes appartenant a la famille des Rutacées sont réputées comme des biosources
en produisant une grande variété de métabolites secondaires, notamment des huiles
essentielles, des limonoides, des coumarines, des flavonoides, ainsi que plusieurs alcaloides

tels que l'acridone et le carbazole (Ibrahim et Hadi, 2022). Ces composés jouent un role

3
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important dans les propriétés biologiques et pharmacologiques attribuées aux plantes de cette

famille (Chase et al., 1999).

Repartition géographique

Les Rutacées, une famille largement répandue dans les régions tropicales et tempérées
(Figure 1), présentent dans des centres majeurs de diversité en Afrique et en Australie (Abaul
et al., 1994; Pollio et al., 2008). Par exemple, on trouve la rue officinale (Ruta graveolens)
en Asie du Sud-Ouest et en Méditerranée, tandis que le poivre e Sichuan
(Zanhoxylumsimulans) et le clavalier se déveppent principalement en Asie de I'Est tels que

la Corée du Sud, la chine et le Japon (Hwang etz al., 2018).

Figure 1.Distribution géographique des Rutacées d’aprés Fatima (2004).

Espéce Ruta tuberculata Forssk

Distribution géographique et aspect botanique

Le genre Ruta ou haplophellum (Rutacées) comprend environ 70 especes (Jazia Sriti
et al., 2024) avec un centre de diversité principal en Iran qui abrite 25 espéces dont 13
endémiques, détient le plus grand nombre d'espéces de ce genre et peut étre considéré comme
un centre de spéciation (Varamini et al., 2007). En Algérie, on rencontre cette éspece qui est

localement appelée 'El fijel '.

Parmi les especes du genre Ruta, Ruta tuberculata, une plante herbacée vivace

spontanée, est particulierement adaptée aux milieux arides et semi arides. Cette espece
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pousse dans des environnements variés: chenaux limoneux, déserts sableux ou pierreux,

steppes dégradées, cours d'eau asséchés, plaines coticres et terres cultivées ou en jachere (Al-

Yahya et al, 1991). Haplophyllum tuberculatum est une plante herbacée indigene

principalement se trouve dans les pays du Nord de 1'Afrique du Moyen-Orient, de certaines

régions d'Asie du Sud-Ouest, des zones tropicales et subtropicales d'Eurasie (Ali ez al., 1992;

Saidi et al., 2022) et dans les zones méditerranéennes de 1'Espagne a la Roumanie (Raissi et

al., 2016). En fait, cette vaste répartition géographique témoigne de la grande adaptabilité

écologique de cette espéce végétale.

Figure 2. Photographie de I’espeéce Ruta tuberculata Forssk. (Acheuk et al.2012) (A) la

partie aérienne de plante (B) les feuilles et les fleurs .

Classification botanique

La classification botanique de I’espece R. tuberculata a été résumée comme suit:

Reégne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Sperpatophyta

SousEmbranchement Angiospermae
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliophyta

Order
Famille

Sous- Famille
Genre

Espece

Nom vernaculaire

Sapindales
Rutaceae
Rutoideae

Ruta

Ruta tuberculuta

Fidjel
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Sous-classe: Rosidae Nom en Arabe: Jad

Composition phytochimique

Le criblage phytochimique mené par Chaibeddra et al., (2016), des extraits de Ruta
tuberculata a révélé une forte teneur de cette plante en métabolites secondaires, qui sont
connus par leurs propriéties biologiques et vertus thérapeutiques, en particulier les huiles
volatiles, les stérols, triterpeénes, les caroténoides, les coumarines, les alcaloides, les
flavonoides, les tanins et les saponines. Par ailleurs, Saidi et al., (2022) ont confirmé la teneur
¢levée de ces extraits en composés phénoliques totaux, de flavonoides et de tanins dans les
extraits aqueux et méthanoliques des parties aériennes de Ruta tuberculata, ce qui corrobore
la diversité chimique notable de cette espéce. De plus, cette équipe de recherche ont
identifié, a I’aide d’une analyse chromatographique (cLC-DAD), plusieurs composés
flavonoiques majeurs dans ces extraits polaires (aqueux et hydrométhanolique) de cette

plante, parmi les quels: la myricétine, la rutine, la silymarine, la naringénine et la quercétine.

Usages traditionnels et activités biologiques

R. tuberculata ou (H. tuberculatum) est une espece végétale endémique largement
intégrée dans les pratiques médicinales traditionnelles. Ses applications thérapeutiques,
documentées par plusieurs rapports scientifiques, couvrent un large spectre pathologique.
Parmi ces pathologies, il a été rapporté que I’espece concernée peut traiter les céphalées, les
spasmes musculaires et 1’arthrite, grace a ses propriétés analgésiques et anti-inflammatoires
(Hamdi ez al., 2018). En outre, elle est utilisée comme agent sédatif et inducteur de sommeil,

action attribuée a ses composés hypnotiques (Hadjadj et al., 2024).

De plus, I'usage de cette plante médicinale (Ruta tuberculata) a abouti a un
soulagement important des flatulences abdominales, constipation, météorisme et autres
troubles digestifs, via son action carminative et antispasmodique (Hamdi et al., 2018;
Hadjadj et al., 2024). Par ailleurs, la gestion de 1’hyperglycémie et la contribution a la
réduction pondérale que favorise cette espéce, suggérant qu’elle posséde un potentiel dans la
prévention des syndromes métaboliques tel que le diabéte sucré (Saidi et al., 2022; Hadjadj
et al., 2024). D’autre part, il a été signalé que la formulation de I’extrait aqueux des feuilles

de Ruta tuberculata a été appliquée comme antiseptique local pour traiter les 1ésions cutanées
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et ulcéres, en révélant des propriétés anti-inflammatoires méme contre les pharyngites,

amygdalites et les états fébriles (Hadjadj et al., 2024; Agouret al., 2022).

Récemment, Hadjadj et al., (2024) ont montré que I’extrait méthanolique des parties
aériennes de Ruta tuberculata a exhibé une activité vermifuge contre les parasitoses
intestinales. A noter que la préparation de cette plante (feuilles séchées) en suppositoire rectal
a été destinée aux parturientes, visant a atténuer les troubles postnataux et ¢largissant alors

son usage en gynécologie (Foster et James , 2014).

Des recherches scientifiques recente sont mis en évidence le potentiel thérapeutique
remarquable de I’espéce Ruta tuberculata, attribué a sa richesse en composés bioactifs. Selon
Sabry et al., (2016), I'extrait méthanolique des parties aériennes contient des polyphénols
aux propriétés anti-radicalaires. Ces capacités ont été¢ confirmées par (Hamdi et al., 2017;
Saidi et al., 2022). De plus, des recherches antérieures sur Ruta tuberculata ont montré que
cette espece posséde un large éventail de propriétés thérapeutiques grace a ses nombreux
composés bioactifs, notamment les flavonoides et tanins, qui conférent a la plante des

activités multiples:
Des activités antimicrobiennes et antipaludiques (Abdelgaleil ez al., 2020).
Des effets anti-inflammatoires (Asheur et al., 2011).
Une puissante action antioxydante (Sriti et al, 2017).
Des propriétés insecticides (Ghasmzadeh et al., 2018).
Une activité antiprotozoaire (Mahmoud et al., 2020).
Des effets cytotoxiques (Hamdi et al., 2017; Saidi et al., 2021).

Des effets bénéfiques sur le systéme cardiovasculaire (Daoudi et al., 2016), le systéme
nerveux (Saidi er al, 2002) en exhibant un effet neuroprotecteur via 1’inhibition de
l'acétylcholinestérase et prévenant par conséquent la maladie d’ Alzheimer (Al-Rehaily ez al.,

2014).

En outre, ils ont démontré que les différents extraits de R. tuberculata ont exhibé des

activités abortives, dépressives et antidotes (Chaibeddra ef al, 2016), des activités



Chapitrel Famille des Rutacées

antiulcéreuse, hépato-protectrice e tantiarthritiques ( Hamdi et al., 2018; Khadhri et al,

2017; Saidi et al., 2022).

Ces multiples propriétés pharmacologiques s'expliquent par la synergie entre ses
différents composés (polyphénols, alcaloides, huiles essenticlles), faisant la plante R.
tuberculata un candidat important pour le développement de nouveaux agents thérapeutiques

multifonctionnels.
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3 Maladies liées au stress oxydant

3.1 Stress oxydant
Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre une production excessive de
radicaux libres oxydants et une capacité insuffisante des systémes antioxydants de défense a

les neutralizer (Figure 3) (Daenen et al., 2019).

ANTI-

OXIDANTS OXIDANTS

A

o = Maintenance of the healthy cells ®

= Cellular damage and eventually = Defective host defense, impaired
cell death, disease, aging, ... physiological functions

Figure 3.Déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants au sein de 1I’organisme
(Daenen et al., 2019).

3.2 Espéce réactives de I’oxygéne et de ’azote (ERO/ERA)

Les ERO (espéces réactives de I'oxygene) et les ERA (especes réactives de l'azote)
peuvent étre divisées en deux catégories: les radicaux libres et les formes non-radicalaires,
qui sont souvent des oxydants. En fait, ces especes sont produits lors du métabolisme normal
des cellules (Pizzino et al., 2017). Cependant, les derives radicalaires sont généralement
moins stables que les especes non radicalaires, bien que leur réactivité soit souvent plus forte

(Halliwellet Gutteridge, 2015).

Un radical libre est un atome ou une molécule qui posséde un ou plusieurs électrons
non appariés dans sa couche externe, ce qui le rend instable et trés réactif. En raison de cette
instabilité, les radicaux libres cherchent a capter des électrons d'autres molécules pour se

stabilizer, ce qui entraine la perte d'un électron chez la molécule attaquée, Cette dernicre qui
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devient alors un radical libre a son tour, déclenchant une réaction en chaine qui peut

endommager la cellule (Pham-Huyet al., 2008).

Les radicaux libres comprennent notamment le radical hydroxyle (OH"), le superoxyde
(027), le monoxyde d’azote (NO), le dioxyde d’azote (NO3"), le radical peroxyle (ROQO") et
le radical lipidique peroxyle (LOO").Par ailleurs, certaines molécules oxydantes, bien que
n’étant pas des radicaux libres, peuvent favoriser la formation de ces derniers dans les
cellules. C’est le cas de: le peroxyde d’hydrogeéne (H20,), I’0zone (O3), I’oxygene singulet
(102), ’acide hypochloreux (HOCI), I’acide nitreux (HNO,), le peroxynitrite (ONOO"), le
trioxyde de diazote (N203) et les peroxydes lipidiques (LOOH) (Genestra., 2007).

Antioxydants

Les antioxydants sont toute substance capable d’inhibe les réactions d'oxydation
destructrices en s'oxydant eux-mémes. Ce systeme de défense agit via une cascade qui
prévient la production des oxydants et fait piéger les radicaux libres, en les convertissant en
composés moins toxiques. De plus, I’ensemble de ces mécanismes empéche également la
formation de métabolites toxiques secondaires et participe dans la réparation des 1ésions
moléculaires ou dans I'amélioration du systeme antioxydant endogéne (enzymatique et non

enzymatique) (Daenen et al., 2019).
Les antioxydants enzymatiques classifiées en deux groupes principaux:

Les enzymes antioxydantes primaires ou constitutives incluant la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase, le glutathion (GSH), la peroxydase et la thiorédoxine, qui
préservent le tonus réducteur cellulaire et 1'équilibre redox (Daenen et al., 2019; Schieber

et Chandel, 2014).

Les enzymes inductibles par les éléments de réponse antioxydante (ARE), codées par
des génes de phase 2, neutralisent directement les oxydants, stimulent la production et la
régénération du GSH, et favorisent la synthése du NADPH lors de stress ou d'inflammation.
Ces derniéres sont régulées par les ARE via l'activation du facteur de transcription Nrf2
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2), avec comme exemples notables I'héme

oxygénase-1 (HO-1) et la NADPH quinine oxydoréductase (NQO-1) (Daenen et al., 2019).
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Les antioxydants non enzymatiques (ou a faible poids moléculaire) se répartissent dans
différents compartiments biologiques, incluant le plasma, les milieux intra et extracellulaires,
les lipoprotéines et les membranes. Cette famille regroupe, en plus du glutathion (GSH),
divers composés d'origine alimentaire et des molécules endogenes, que I'on peut classer selon
leur solubilit¢ en deux catégories : les antioxydants hydrosolubles et les antioxydants

liposolubles (Daenen et al., 2019; Schieber et Chandel, 2014).

3.3.1 Sources exogénes des antioxydants

Plus que les antioxydants endogenes, il s’agit des antioxydants exogenes tres efficaces,
qu'ils soient naturels (vitamines A, E, C, D, B-caroténe, flavonoides) ou synthétiques, leurs
structures moléculaires leur permettent de retarder ou parfois d’inhiber l'action des radicaux
libres, en protégeant ainsi l'organisme contre les pathologies liées au stress oxydatif (Hamdi

et al., 2017).

Parmi les antioxydants exogenes, on peut citer aussi les composés phénoliques a base

des plantes.

En effet, les plantes constituent une source majeure d’antioxydants naturels,
notamment leurs composés phénoliques (phénols, flavonoides, terpénes, etc.), dont I’activité
antiradicalaire dépend de leur capacité a donner des électrons ou des hydrogenes aux

molécules peroxydées (Bouaziz et al., 2009).

Pathologies li¢es au stress oxydant

De nombreuses €tudes ultérieures ont mis en évidence le role clé des radicaux libres et
leurs implications dans divers processus pathologiques. Ces espéces réactives, générées lors
du stress oxydatif, provoquent des altérations protéiques, une peroxydation lipidique, des
dommages de I'ADN et méme I'apoptose cellulaire. En effet, I’ensemble de ces mécanismes
contribue en tant que cause déclencheur ou conséquence dans le développement des
pathologies majeures telles que les maladies cardiovasculaires, les troubles rhumatoides, les
ulceres gastriques et les maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Saidi

et al., 2022).

I1 a été rapporté que la surproduction ou I'accumulation de radicaux libres au niveau de

la peau peut provoquer le vieillissement cutané, I’hyperpigmentation, la psoriasis, I’eczéma,
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la cicatrisation perturbée, I’acné inflammatoire et la pigmentation, en oxydant les proptéines,
stimulant la tyrosinase et les enzymes metalloprotéase se taccélérant la libération des

cytokines (TNF-a, IL-6) (Haleng et al., 2007).

Actuellement, les interventions pharmacologiques font intégrer dans les protocoles de
traitement des médicaments contenant des inhibiteurs qui peuvent cibler les enzymes clés de
différentes pathologies en associationa un apport ¢€levé d'antioxydants et parfois d'anti-

inflammatoires pour atténuer les complications liées aux maladies (Khadhri et al., 2017).

De plus, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont souvent utilisés en
complément du traitement, mais leur utilisation prolongée et excessive peut entrainer des
inconvénients, notamment le développement d'une résistance aux medicaments (Deghima et
al., 2020). Cela met en évidence l'urgence de développer des anti-inflammatoires naturels

plus efficaces et présentant moins d'effets indésirables.
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Matériel et Méthodes

Matériel
4.1.1 Matériel végétal

Les parties aériennes fraiches de I’espece Ruta tuberculata ont été récoltées a la fin du
mois de Fevrier a différents stades de développement (végétatif et floraison) dans la région
aride de Chaiba (Oulad Djellal, Algérie) aux sols sablonneux. La plante a été identifiées par
Dr. Salem kour S. (centre des recherches scientifiques et techniques sur la région arides
CRSTRA- Biskra, Algérie), puis nettoyée séchée a I’air libre a I’abri de la lumiere durant

deux semaines, avant d’étre conservée en sacs pour 1 utilisation ultérieure.

4.1.2 Animaux

L'étude in vivo a été conduite sur des rats femelles Wistar (poids : 166-210 g), fournis
par l'animalerie de I'Institut Pasteur d'Alger. Les animaux ont été hébergés dans des
conditions standardisées (Srats/cage) avec une période d'acclimatation de 15 jours avec

I’accés libres a I’eau potable et a I’aliments standard des rangeurs.

4.1.3 Produits chimiques (Réactifs)

Tous les solvants, les produits chimiques utilisés dans cette étude ont été fournis par
Sigma-Aldrich et Biochem Chemopharma. Parmi eux, on peut figurer: méthanol (MeOH),
carbonate de sodium (NaxCOs), 1,1-Diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), acétate de
sodium(CH3COO™Na"), acétate de potassium (CH3COO),acide gallique (C7HsOs),
quercétine (CisH1007), réactif de Folin-Ciocalteu, chlorure d’aluminium (ALCL3, 6H>0),

nitrate d’aluminium, BHT.

4.2 Meéthodes

4.2.1 Préparation de différents extraits deRuta tuberculata

4.2.1.1 Extraction aqueuse

Extraction aqueuse a été réalisée selon la méthode de (Ratheesh et Helen, 2007). Cent
grammes de maticre végétale seche (R. tuberculata) ont été soumis a décoction dans 1 litre
d'eau distillée pendant 15 minutes. La solution obtenue a été filtrée sous vide sur papier

13



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

Whatman n°3, puis le filtrat a été¢ séché a 1'étuve a 40°C pendant plusieurs jours. L'extrait
aqueux (EAQ) final, a été obtenu sous forme de poudre jaune, qui a été conservé ensuite a -

4°C jusqu'a son utilisation ultérieure.

4.2.1.2 Extraction hydro-méthanolique
L’extrait hydro-méthanolique a été préparé selon la méthode décrites par (Khlifi 2013;
Bekheet et Hanafy, 2011). 50 grammes de parties aériennes de R. tuberculata ont été
maceérés dans 400 mL de méthanol a 80% pendant 48 heures. Apres filtration sous vide sur
papier Whatman n°3, la solution a été concentrée par évaporation rotative a 40°C a l'aide d'un
rotavapor (marque Heidolph SURLYN coated) pour éliminer le solvant. L'extrait hydro-
méthanolique obtenu (EMet), de couleur vert foncé et de consistance cristalline, a ensuite été

conserveé a -4°C.

Pour les deux méthodes d’extraction, le rendement d'extraction a été calculé selon

l'équation suivante:

R (%)= (Mext / Mmv) x100

4.2.2 Etude phytochimique

4.2.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué selon la méthode de Miiller
et al., (2010) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Pour chaque échantillon (avec 3
répétions par échantillon), 20 uL d'extrait ont ét¢ mélangés avec 100 pL de réactif de Folin-
Ciocalteu (dilué au 10 fois) et 75 puL de solution de carbonate de sodium (, 7,5 %). Aprés une
incubation de 2 heures a température ambiante et a l'abri de la lumiére, I'absorbance a été
mesurée a 765 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques 96 puits (Thermo Scientific™
Multiskan Sky, pays). Les résultats, ont été¢ exprimés en microgrammes d'équivalents d'acide
gallique par milligramme d'extrait sec (ug EAG/mg ES), en basant sur courbe d'étalonnage

¢tablie de l'acide gallique a différentes concentrations.

4.2.2.2 Dosage des flavonoides totaux
La quantification des flavonoides totaux (TFC) a été éffectuée selon la méthode
colorimétrique au nitrate d'aluminium décrite par (Wang ef al., 2007). Pour chaque dosage,

50 pL d'extrait (1 mg/mL) ont ét¢ mélangés a 10 pL de nitrate d'aluminium (10%), 130 puL
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de méthanol et 10 pL d'acétate de potassium (1 M). Aprées incubation pendant 40 minutes a
température ambiante, I'absorbance a ét¢ lue a 415 nm. La quercétine a été utilisée comme
standard de référence, et les résultats ont été¢ exprimés en microgrammes d'équivalent du

quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg).

4.2.2.3 Dosage des flavonols totaux

La teneur de différents extraits de la plante R. tuberculata en flavanols totaux a été
déterminée selon la méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium (Topgu et al., 2007).
Dans chaque puits d'une microplaque 96 puits, 50 pL d'extrait ont ét¢ mélangés a 50 uL de
solution de chlorure d'aluminium hexahydraté (2 %) et 150 pL d'acétate de sodium (5%).
Apres une incubation de 2,5 heures a température ambiante a I'abri de la lumiere, I'absorbance
a ¢été¢ mesurée a 440 nm. La quantification a été effectuée par rapport a une courbe étalon de
quercétine (25-200 pg/mL), et les résultats ont été¢ exprimés en microgrammes d'équivalent

quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg).

4.2.3 Activité antioxydante in vitro

4.2.3.1 Effet piégeur du radical DPPH

L'activité antioxydante des extraits a été évaluée en déterminant leur capacité a piéger
le radical libre DPPH selon la procédure de Bouchoukh ez al., (2019). Le principe repose sur
la réduction du DPPH, se traduisant par une décoloration proportionnelle au pouvoir
antioxydant. Dans chaque essai, 40 uL d'extrait a différentes concentrations (préparé dans du
méthanol ou de I'eau distillée) ont été incubés avec 160 uL de solution de DPPH (0,1 mM
dans du méthanol) pendant 30 minutes a l'obscurité. L'absorbance résiduelle a ensuite été
mesurée a 517 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques. Le BHT a servi de contrdle positif.

Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon 1'équation:
Effet de piégeage du DPPH (%) = (Ac - At)/AC X100,
Ou Ac et Arsont les absorbances du controle et dutest a 30 min, respectivement.

Les résultats ont été exprimés en concentration inhibitrice médiane ICso (ng/mL),

correspondant a la concentration d'extrait nécessaire pour inhiber 50% du DPPH.
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4.2.3.2 Réduction du 1, 10-Phenanthroline
La capacité des extraits étudiés a réduire les ions du fer a été investiguée en utilisant la
1,10-phénanthroline, selon le protocole de Szydlowska-Czerniak et al, (2008). Dans
chaque puits d'une microplaque 96 puits, 10 pL d'extrait a différentes concentrations ont été
mélangés avec 50 pL de chlorure ferrique FeCl3 (0,2 %), 30 uL de solution de 1,10-
phénanthroline (0,5 %) et 110 pL de méthanol. Aprés une incubation de 20 minutes a 30 °C,
l'absorbance a ét¢ mesurée a 510 nm. Des contrdles négatif (méthanol seul) et positif (BHT)

ont ét¢ inclus dans chaque série d'analyses.

4.2.4 Evaluation de I’activité photoprotectrice in vitro

Le facteur de protection solaire (SPF) a ét¢ déterminé selon la méthode
spectrophotométrique de (Dutra et al., 2004). Pour chaque extrait (aqueux ou méthanolique),
des solutions de 4 mg ont été préparées a différentes concentrations (4, 2, 1, 0,5, 0,25 et 0,125
mg/mL) dans 1 ml de I'eau ou de 1'éthanol, respectivement. Les mesures d'absorbance ont été
effectuées entre 290 et 320 nm (spectre UV-B) avec un intervalle de 5 nm. Le SPF a été
calcul¢ a l'aide de I'équation:

320

SPF spectrophotometric:CF X z 290

EE(AM)xI(AM)xAbs ()
EE: Spectrede I’effet érythémal.

I: Spectre de I’intensité solaraire.

Abs: absorbance.

CF: Facteur de correction (= 10).

Les valeurs de constant EE x I ont été déterminées (Tableau 1) selon la méthode de
Sayre et al., (1979) et les catégories de protection ont ét¢ estimées en se basant sur les
recommandations de la commission européenne sur les produits antisolaires en fonction de

leurs SPF mesurés (Tableau 2).
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Tableau 1. Valeurs de constant EE x I déterminées par Sayre ef al., (1979).
Longueur d’onde A (nm) EE (M)x I(A) (Normes)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180
Total 1

Tableau 2. Recommandations de la commission Européenne sur les catégories des produits

antisolaires.
Catégorie SPF indiqué SPF mesuré
6 6-9,9
Protection faible
10 10-149
15 15-19,9
Protection moyenne 20 20-24,9
25 25-29.9
30 30-49,9
Protection forte
50 50-59,9
Protection trés forte 50+ 60 <

4.2.5 Evaluation de ’activité antioxydante in vivo

4.2.5.1 Traitement des rats
Les 30 rats Wister ont été repartis en 6 groupes de 5 rats chacun, et sont traités
quotidiennelment pendant 15 jours par voie orale selon le protocole de traitement suivant

(Ibrahim et al ., 2020).

Lot 01 : sert d’un témoin sain n’a recu qu’un volume (10ml/kg/jour) de la solution

saline NaCl (0,9 %).
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Lot 02: n’a recu quun volume (10ml’kg) d’un pesticide (PST) de la famille

Acetamiprid.

Ce groupe a été utilisé comme un témoin négatif du stress induit et son traitement a été

combiné avec I’administration orale apérs une heure d’un volume de 1’eau saline NaCl 0,9%.

Lot 03 : PST + traité par la dose 200mg/kg/jour de la vitamine C (Vit C) et sert un

temoin positif.
Lot 04 : PST + traité par I’extait EMet de Ruta tuberculata (75mg /kg/jour).
Lot 05 : PST+ traité par I’extait méthanolique de Ruta tuberculata (150 mg/kg/jour).
Lot 06: PST+ traité par 1’extait méthanolique de Ruta tuberculata (300mg /kg/jour).

Lors de l'expérimentation, le nombre de la mortalité, les symptomes cliniques associés
au changement du comportement de I'animal et la variation pendérale ont individuellement

été surveillés.

Figure 4. Méthode du gavage

4.2.6 Analyse statistique

Les données in vitro sont présentées sous forme de moyenne +SD issues de trois

répétitions indépendantes. Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du test de Student
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(via Microsoft Excel) pour les comparaisons par paires. La signification statistique a été

déterminée a p< 0,5.
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5 Extraction et calcule du rendement
Par décoction, nous avons obtenu un extrait aqueux sous forme de poudre verdatre
(rendement: 19,46%). L'extrait méthanolique, préparé par macération dans du méthanol 80
%, a fourni une poudre cristalline Vert foncé avec un rendement de 25,2%. Ces valeurs sont
en accord avec les données rapportées par Saidi ez al., (2022) pour la méme espece, bien
qu’ils soient légerement supérieurs a leurs résultats (19.8 + 2.3% pour I’extrait aqueux: et

11.3 £ 2.2% pour I’extrait hydro-méthanolique).

En effet, la variation du rendement d'extraction d'une espéce a une autre et entre les
différents extraits est relatif aux propriétés génétiques liées a l'espeéce, ainsi qu'a ’origine
géographique, la nature du sol, le climat, la saison de la récolte, le mode et les conditions du
stockage (Oliva., 1999). En outre, le rendement s'est fortement li¢ aux méthodes d'extraction

et aux systémes solvants utilisés (Khlifi ez al, 2013).

6 Etude phytochimique
La teneur de différents extraits de la plante R.tuberculata Forssk., en différentes classes
des composés phénoliques a été¢ déterminée en utilisant différentes méthodes de dosages
colorimétriques. Il est intéressant de noter que les résultats obtenus ont montré la richesse de
cette plante en diverses classes des biomolécules phénoliques en détectant la présence de

flavonoides, de flavonols et de polyphénols totaux.

D’aprés ces résultats, les deux extraits étudiés contenaient diverses classes de

métabolites secondaires phénoliques, mais avec des quantités différentes.

Les figures 4, 5 et 6 présentent les courbes d’étalonnage de I’acide gallique et de
quercétine utilisés respectivement comme des standards phénoliques dans la détermination
de teneur des extraits testés en polyphénols totaux, flavonoides totaux et flavonols.
Cependant, les valeurs de teneurs de différents extraits testés de R. tuberculata en ces classes

phénoliques ont été résumées dans le tableau 3.
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Teneur des extraits en polyphénols totaux

La quantification des polyphénols totaux, déterminée selon la méthode de Folin-
Ciocalteu, a été établie pour chaque extrait a I’aide d’une courbe d’étalonnage. Les résultats
sont exprimés en microgrammes d’acide gallique équivalent par milligramme d’extrait. La
mesure de I’absorbance correspondante a été effectuée a une longueur d’onde fixée a 765

nm.

1, . Courbe d'étalonnage acide gallique

y = 0.005x +0.0213
14 R?=0.995

0.8 -

0.4 -

Absorbance a 765 nm
o
(o)}

0.2 -

0 50 100 150 200 250

Concentration pug/ml

Figure 4. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Les résultats ont été exprimés en
moyenne = SD (n=3).

Sur la base de la courbe d'étalonnage de l'acide gallique (Figure 4), les résultats ont
montré que la quantité des composés phénoliques totaux est de 108,1 pg EAG/mg pour
I’EMet et de 113,18 pg EAG/mg pour ’EAQ. Ces données indiquent que ’extrait aqueux
présente une teneur plus ¢€levée en composés phénoliques totaux en comparaison avec
I’extrait hydro-méthanolique. Cette différence peut étre expliquée par la capacité de 1’eau a
extraire plus efficacement les composés phénoliques fortement polaires, en raison de sa
polarité élevée (Bourgou et al., 2016). 11 est également probable que, selon les propriétés
génétiques de 1’espece étudiée, la majorité des phénols présents dans cette espéce soient des
composés hydrophiles plus que les composés a polarité moyenne et apolaires (Ghimire ez

al., 2021). Cela rend I’eau le solvant le plus appropri€ pour leur extraction que le méthanol.

En comparaison avec des études antérieures menées sur la méme espece végétale,
(Saidi et al., 2022) ont rapporté une teneur en polyphénols totaux de 53,4 ug (EAG)/mg pour

I’extrait méthanolique, et de 46,9 ng EAG/mg pour I’extrait aqueux. Ces valeurs sont
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inférieures a celles obtenues dans notre étude, ou les teneurs étaient respectivement de 108,1
pg/mg et 113,18 pg/mg. Cet écart indique que nos extraits sont plus riches en composés
phénoliques totaux, ce qui pourrait étre attribué a plusieurs facteurs, tels que la localisation
géographique de collection des échantillons, la saison de récolte, la partie de la plante utilisée,
ou encore les conditions d’extraction. Par ailleurs, d’autres espéces du genre Ruta ont montré
des teneurs beaucoup plus €levées, c’est le cas de Ruta montana, dont la teneur de son extrait
méthanolique a atteint 142,33 mg EAG/g (Kara et al., 2016). Ces différences peuvent étre
liées a la variabilité génétique entre les especes, a la nature des composés phénoliques

dominants, ainsi qu’a I’efficacité du systéme solvant utilisé pour I’extraction.

Dosage des flavonoides totaux
Les teneurs en flavonoides totaux de I’extrait aqueux (EAQ) et de [D’extrait
méthanolique (EMet) sont exprimées en microgrammes d’équivalents de quercétine par

milligramme de matiére séche végétale.

La concentration en flavonoides dans ces extraits était respectivement de 7,13 + 0,5 et
9,41 £ 0,1 mgt/g d’E. Ces données ont indiqué que la teneur de EMet en flavonoides totaux

est significativement plus élevée par rapport a EAQ.

De point de vue comparatif, Bouaziz et al., 2009 qui sont travaillé sur les mémes
extraits de cette espéce végétale, ont rapporté que les deux extraits analysés contenaient
différentes classes de métabolites secondaires bioactifs, mais en quantités variables. De
maniére générale, l'extrait EMet a affiché des teneurs significativement plus élevées (p <

0,05) en TFC (8,1 £ 0,02 mg QE/g dE) par rapport a celles enregistrées pour l'extrait EAQ.
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Figure 5. Courbe d'étalonnage de quercétine. Les résultats ont été exprimés en moyenne =+
SD (n=3).

Dosage des flavonols totaux
Les teneurs en flavonole totaux de I’extrait aqueux (EAQ) et de I’extrait méthanolique
(EMet) sont exprimées en microgrammes d’équivalents de quercétine par milligramme de

maticre seche végétale.

La concentration en flavonole dans ces extraits était respectivement de 0,96+0,2 pg/ml
et 4,49+0,2 ng/ml, montrant que le méthanol fournit les rendements d’extraction les plus
¢levés en flavonole (4,49+0,2 pg/ml EQ), suivi de 1’eau, dont I’extraction s’est avérée moins

efficace et moins régulicre.

Solon Bouaziz et al., 2009, les teneurs totales en flavonols présentaient une variation
moins importante que celles des phénols et flavonoides totaux. Plus précisément, les
quantités de flavonols étaient respectivement de 56,26, 40,8 etmg EQ/100 g de la masse
séchepour les extraits méthanoliques de R. angustifolia, T.teneriffae et E. glaucophy!lum qui

appartiennent a la famille des Rutacées.
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Figure 6.Courbe d'é¢talonnage de quercétine. Les résultats sont exprimés en moyenne +

SD(n=3).

Tableau 3. Teneursde différents extraits de R. tuberculata en polyphénols totaux (PPT), en
flavonoides totaux (FLV) et en flavanols totaux (FLV-OL).

Extrait Teneur en PPT (mg EAG/g Teneur en FLV (mg EQ/g Teneur en FLV-OL (mg EQ/g
d’E) d’E) d’E)
EAQ 113,18+6,1 7,132£0,5 0,96+0,2
EMet 108,1+7,7 9,41+0.1 4,49+0,2

De nombreuses ¢tudes phytochimiques menées sur 1'optimisation des méthodes d'extraction

des métabolites secondaires a base de plantes et les systémes solvants utilisés ont démontré que

l'eau et les solvants alcooliques, en particulier le méthanol, ainsi que leur mélange sont les systémes

les plus utilisés dans le but d'extraire la teneur maximale des métabolites bioactifs a grande polarité

tels que les acides phénoliques, les huiles essentielles et certaines classes polaires de flavonoides,

des tanins hydrolysables, des alcaloides et des dérivés hydrosolubles de coumarines (Khlifi et al.,

2013). En effet, I'eau et les alcools sont souvent les plus préférables car ils ont I'avantage d'étre non

toxiques, non polluants et moins chers (Oliva 1999; Khlifi et al., 2013).
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7  Activité antioxydante in vitro

7.1 Effet piégeur du radical DPPH
L'activité antioxydante de R. tuberculata a été évaluée in vitro en déterminant 1’effet
piégeur de ses différents extraits vis-a-vis le radical DPPH, comme présente les figures 7 et

8 en comparaison avec celui engendré par la molécule de référence, le BHT (Figure 9).
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Figure 7. Effet pi¢geur du DPPH engendré par I’extrait EAQde R. tuberculata. Les
résultats ont été exprimés en moyenne = SD (n=3).
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Figure 8. Effet piégeur du DPPH engendré par le EMet de R. tuberculata. Les résultats ont
été exprimés en moyenne + SD (n=3).
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Figure 9. Effet piégeur du DPPH engendré par le BHT. Les résultats ont été exprimés en
moyenne = SD (n=3).

Tableau 4. Valeurs des ICso récordées par les différents extraits de R.tuberculata Forssk.
comparées avec celle de BHT.

Extrait/Antioxydant Standard ICso(png/mL)
L'extrait aqueux (EAQ) 72,2+2.9
L'extrait méthanolique (EMet) 73,38+8,6
BHT 38,87+0,007

Les résultats illustrés dans les figures 7 et 8 ont montré que la plante R.tuberculata

exhibent une activité antiradicalaire remarquable, évoluée d’une maniére dose-dépendante.

Comparés aux autres especes, les extraits examinés (EAQ et EMet) de notre plante ont
exercé significativement une bonne activité antiradicalaire en piégeant effectivementle

radical DPPH avec des valeurs d’ICsode I’ordre de 72,2+2,9 et 73,38£8,6 ug/ml.

Néanmoins, les travaux de Mohammedi et al., (2019) ont montré que toutes les
fractions testées de 1’espece R. montana ont révélé une capacité significative a réduire les
radicaux libres. Les extraits EO6 et EO7 présentaient ’activité antioxydante la plus forte,
enregistrant les concentrations les plus faibles pour inhiber 50 % du DPPH (ICso=49,6 + 2,7
et 50,2 £ 3,3 mg/L, respectivement). Les autres échantillons ont présenté une capacité de

piégeage du DPPH dans I’ordre suivant : EO4 (51,4 + 2,1 mg/L) > EOS5 (55,0 + 3,1 mg/L)
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>EO3 (57,2 £ 3,4 mg/L) > EO1 (63,4 = 1,4 mg/L). En revanche, ’'EO2 a affiché
statistiquement la valeur d’1Cs la plus €levée (68,1 + 2,4 mg/L) de cette espece. Par ailleurs,
cette capacité de piégeage était approximativement similaire a celle du BHT, utilisé de cette

recherche comme témoin positif (ICso= 60,6 + 1,3 mg/L).

Ces valeurs refletent le bon potentiel piégeur des radicaux libres que possédent la plante
R. tuberculata. Toutefois, I’effet piégeur exhibé par cette plante reste moins important que
celui recordé par I’antioxydant standard, le BHT qui a enregistré une valeur d’ICso de
38,87+0,007 pg/ml, qui est statistiquement la moiti¢ de celle recordé par chacun des extraits

testés.

Cette activité que possede la plante R. tuberculata pourrait s'expliquer par la présence
de composés bioactifs hydrophiles capables de neutraliser le radical DPPH et le réduire dans
ce test. En effet, les phyto-composés contenus dans la partie aérienne de la plante concernée
sont aptes a donner des hydrogenes aux radicaux libres, les neutralisant. Cependant, les
variations des valeurs ICso des extraits EAQ et EMet pourraient significativement se corréler
a la différence dans leurs teneurs en métabolites secondaires et la diversité dans leur
composition phénolique, notamment en polyphénols et plus particuliérement en flavonoides,

qui sont souvent connus par leurs excellentes propriétés antioxydantes.

Plusieurs études ont démontré le potentiel antiradicalaire significatif de divers acides
phénoliques (acide gallique, caféique) et flavonoides (quercétine, kaempférol), attribué
principalement a leurs groupements hydroxyle capables de neutraliser efficacement les
radicaux DPPH et OH via des mécanismes de transfert d'électron ou de proton, avec des
valeurs ICso comparables a celles des antioxydants de référence comme le BHT (Rice-Evans

et al., 1996; Sroka et Cisowski, 2003).

Réduction dul,10-phénanthroline

La méthode a la phénanthroline constitue I'une des techniques couramment employées
pour évaluer la capacité antioxydante totale des composés. Tout d'abord, son principe repose
sur la réduction des ions Fe+® par l'antioxydant en Fe*?. Ensuite, ces ions Fe*+ réagissent
avec la phénanthroline pour former un complexe coloré rouge-orange. Enfin, l'intensité de
cette coloration est quantifiée par une mesure spectrophotométrique a 510 nm (Szydtowska-

Czerniaka et al., 2008), ce qui permet de déterminer précisément 1'activité réductrice des
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substances a tester. Les résultats obtenus, envisagés dans le tableau 5, ont été exprimés en

A0.5 (la concentration correspondante a une absorbance égale a 0,5).

Figure 10. Profil de I’évaluation colorimétrique de I’activité réductrice des extraits de R.
tuberculata dans le test du phénanthroline.

Tableau 5. Valeurs d’absorbance et A0.5 des extraits de R. tuberculata dans le test du
1,10-phénanthroline.

Extrait Réduction du 1,10-phenanthroline A0.5
3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 (ug/mL)
Cencentretion
(ng/mL)
EMet 0,4+0,01 0,43+0,0 0,48+0,01 0,56+0,01 0,72+0,05 0,99+0,09 1,4+0,06 14,71+1,3
1
EAQ 0,35¢0,0 0,39+0,0 0,44+0,02 0,52+0,05 0,55+0,01 0,78+0,1  1,07+0,1 21,63+5,8
1 3
BHT 40 4+0 4+0 3,474£0,09 2,09+0,08 1,17+0,08 0,92+0,1 <3,125

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test a la phénanthroline a montré que les
deux extraits de R. tuberculata possédent un pouvoir réducteur notable, avec une absorbance
qui augmente de maniére dose-dépendante. A la concentration de 200 pg/ml, I’extrait hydro-

méthanolique (EMet) a enregistré une absorbance de 1,4 + 0,06, tandis que 1’absorbance de
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I’extrait aqueux (EAQ) a atteint 1,07 = 0,1, contre 0,92 + 0,1 pour le BHT. Cela indique que,
a forte concentration, EMet a réduit plus effectivement les ions du fer. Cette capacité
réductrice que montre les extraits de la plante étudiée semble étre statistiquement plus
importante que celle exhibée par I’antioxydant standard. En termes de capacité réductrice, la
valeur de A0.5 était de 14,71 ug/ml pour EMet et 21,63 pg/ml pour EAQ, qui sont
significativement supérieures a celle de BHT (3,125 pg/ml), ce qui peut confirmer la

puissance antioxydante de la molécule de référence en comparaison avec nos extraits.

Toutefois, Ces résultats démontrent clairement la capacité réductrice des extraits,

notamment celle de 1’extrait hydro-méthanolique.

A notre connaissance, aucune étude antérieure n’a porté sur 1’évaluation de 1’activité
antioxydante de Ruta tuberculata, ni d’une espece appartenant a la méme famille, en utilisant

le réactif de la phénanthroline.

8 Activité photo-protectrice in vitro
Le facteur de la protection solaire (SPF) des extraits bruts du R. tuberculata a été
déterminé par une analyse spectrophotométrique selon la méthode décrite par Mansur et al.,
(1986), en se basant sur les absorbances caractéristiques de différentes dilutions, de chaque
¢échantillon testé, mesurées dans l'intervalle de 290 a 320 nm (UV-vis B) chaque 5 nm. Au
fait, les catégories de protection ont été estimées en se basant sur les recommandations de la

commission européenne sur les produits antisolaires en fonction de leurs SPF mesurées.

Les tableaux 6 et 7 regroupent les valeurs de SPF recordées par les différentes
concentrations testées des extraits aqueux et hydro-méthanolique de notre plante R.
tuberculata, respectivement.

Tableau 6. Valeurs SPF enregistrées in vitro par les différentes concentrations de I’extrait
aqueux de Ruta tubeculata par transmittance spectrale. Les résultats sont exprimés en moyennex

SD.
Concentration (mg/ml) SPF (Absl) SPF (Abs2) SPF Moyenne
4 34,8 34,72 34,76+0,06
2 33,29 32,91 33,1+0,27
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0,5 24,25 23,97 24,110,2
0,25 14,33 14,28 14,3+0,04
0,125 9,12 8,42 8,77+0,49
0,0625 5,52 5,57 5,55+0,04

Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux et hydro-méthanolique de la
plante Ruta tuberculata possedent une capacité notable a absorber les rayons ultraviolets,
notamment a leurs concentrations les plus élevées testées. La valeur la plus élevée du SPF a
été enregistrée Par ’EMet a la concentration de 4 mg/ml est de I’ordre de 35,29 + 0,54, suivie
de 33,29 + 0,08 a sa dose 2 mg/ml et 33,35 + 0,04 pour la dose 0,5 mg/ml. Alors que, Les
valeurs du SPF enregistrées par ’EAQ varient entre 5,55 = 0,04 et 34,76 + 0,06 pour sa
gamme de différentes concentrations. Cela nous a permis de suggérer la relation
proportionnelle entre 1’augmentation de la concentration des extraits examinés et leurs
valeurs du SPF obtenues. En se basant sur la recommandation de la Commission Européenne
(2006/647/CE), les extraits EMet et EAQ a partir de leur concentration Img/ml peuvent étre
classé dans la catégorie des produits antisolaires a haute protection (SPF entre 30 et 50). De
plus, les faibles écarts-types observés confirment la fiabilité et la reproductibilité des données
expérimentales. Aux concentrations €levées (4 et 2 mg/ml), aucune différence significative
n’a été observée entre les deux extraits analysés, ce qui peut s’expliquer par la richesse de
notre plante en composés actifs solubles dans les différents systémes polaire et de polarité
moyenne utilisés, comme les mono-phénols tels que les acides phénoliques et les dérivés de
coumarines, ainsi que les polyphénols , en particulier les flavonoides et les hydrolysables
tanins, reconnus par leurs propriétés photo-protectrices et jouent par conséquent un role
crucial dans la protection de la peau contre les rayonnements UV. Ces résultats suggerent
que la plante Ruta tuberculata pourrait étre utilis€é comme ingrédient naturel dans les produits
de protection solaire, surtout a des concentrations ¢levées.

Tableau 7. Valeurs du SPF enregistrées in vitro par les différentes concentrations de

I’extrait hydro-méthanolique de Ruta tuberculata par transmittance spectrale. Les résultats sont
exprimés en moyennex SD.

Concentration mg/ml Somme SPF(Ab1) Somme SPF(Ab2) SPF Moyenne
4 35,67 34,91 35,29+0,54
2 33,86 33,97 33,92+0,08
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0,5 33,32 33,38 33,350,04
0,25 2831 28,5 28,41+0,13
0,125 16,96 16,93 16,940,02
0,0625 11,56 11,5 11,53+0,04

Au fait, aucune investigation n'a été rapportée sur l'activité photo-protectrice pour
toutes les especes du genre Ruta, a I'exception de I'espece R. graveolens L. qui présentait un
effet photo-protecteur excellent avec une valeur SPF de 5.34 + 0.1correspondants a la dose
200 pg/ml de son extrait méthanolique (Ce fali ez al., 2019). Dans le présent travail, I’huile
de thé et celle de réglisse ont été testées, en les utilisant entant que des références de
comparaison. Les résultats obtenus de ces deux huiles ont été résumés dans les tableaux 8 et
9, respectivement.

Tableau 8. Valeurs du SPF enregistrées in vitro par les différentes concentrations de 1’huile
de thé par transmittance spectrale. Les résultats sont exprimés en moyenne+ SD.

Concentration (mg/ml) Somme SPF(Ab1) Somme SPF(Ab2)  SPF Moyenne

4 3,21 3,32 3,27+0,08

2 2,82 2,93 2,87+0,07
0,5 15,24 2,88 9,06+8,74
0,25 2,79 2,91 2,85+0,09
0,125 3,29 2,85 3,07+0,31
0,0625 2,84 4,47 3,66=1,15

Les valeurs du SPF calculées pour I’huile de théont montré une efficacité relativement
faible, avec des résultats variants entre 2,85 et 9,06, en fonction de la concentration. La valeur
la plus élevée a été observée a 0,5 mg/ml (9,06), tandis que la plus basse a été notée a 0,25
mg/ml (2,85). En effet, aucune corrélation claire entre la concentration de cette huile et son
efficacit¢ n’a été observée. Selon la classification de la Commission européenne
(2006/647/CE), toutes ses valeurs SPF se situent dans la catégorie des produits de faible
protection (SPF < 15).
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Tableau 9. Valeurs du SPF enregistrées par les différentes concentrations de 1’huile de
Réglisse. Les résultats sont exprimés en moyennex SD.

Concentration (mg/ml) Somme SPF(Abl) Somme SPF(Ab2) SPF Moyenne

4 5,08 4,93 540,11
2 4,22 3,75 3,98+0,33
0,5 3,18 3,12 3,15+0,05
0,25 2,88 2,89 2,88+0,01
0,125 2,74 2,91 2,82+0,12

0,0625 2,57 2,57 2,57+0

Les valeurs de SPF obtenues pour I’huile de Réglisse varient de 2,57 £ 0a 5 £ 0,11,
avec une valeur maximale observée a 4 mg/ml. Une tendance décroissante est notée avec la
diminution des concentrations, traduisant une corrélation partielle entre la concentration et
I’efficacité photo-protectrice, bien que [D’activité reste globalement faible. Selon la
classification de la Commission européenne (2006/647/CE), toutes les valeurs restent dans
la catégorie de faible protection (SPF < 15), ces résultats soulignent une fois de plus la
supériorité des extraits de Ruta tuberculata face aux huiles végétales testées, en termes
d’écran total contre les UV. En ensemble, les deux extraits représentent des sources naturelles
prometteuses pour le développement de produits de protection solaire, avec une légere

supériorité de I’extrait hydro- méthanolique.

Les rayons UV (ultraviolets) jouent un role central dans la formation d’especes
réactives de 1’oxygeéne (ERO) au niveau cutané, entrainant des dommages cellulaires et
tissulaires. En effet, lorsque la peau est exposée aux UV (UVA et UVB), ceux-ci pénetrent
les différentes couches épidermiques et dermiques, interagissant avec des molécules
photosensibles comme la mélanine, les porphyrines ou méme I’ADN (Pandel et al., 2013) .
Cette interaction induit alors la production de radicaux libres, notamment le superoxyde
(O2¢7), le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et le radical hydroxyle (*OH), via des réactions
photochimiques et ’activation de voies enzymatiques impliquant nombreuses enzymes
parmi lesquelles la NADPH oxydase (Nikkels ez al., 2005). Ces ERO déclenchent un stress
oxydatif majeur au niveau de la peau, altérant les lipides membranaires par peroxydation,

fragmentant les protéines structurelles (collagéne, élastine) et provoquant des mutations de
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I’ADN, telles que la formation de 8-oxo-7,8-dihydro-2'-désoxyguanosine (8-o0xo-dG), un

marqueur clé des Iésions oxydatives (Cadet et Wagner, 2013) .

Ces dommages moléculaires se traduisent cliniquement par un photo-vieillissement
caractérisé€ par une perte d’¢élasticité, des rides profondes et une dyschromie, en raison de la
dégradation accrue de la matrice extracellulaire par les métalloprotéinases (MMP-1, MMP-
3) activées par les UV (Fisher et al., 2002). Par ailleurs, 1’inflammation chronique induite
par les ERO via la voie NF-xB favorise la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL-6,
TNF-a), exacerbant les réponses immunitaires locales et supprimant la fonction des cellules
de Langerhans, augmentant ainsi le risque de carcinogenése cutanée (Bachelor et Bowden,
2004). Bien que la peau dispose de mécanismes antioxydants endogénes (SOD, catalase,
glutathion), une exposition répétée aux UV submerge ces défenses, conduisant a des
altérations irréversibles. Des stratégies de photoprotection combinant écrans solaires a large
spectre et antioxydants topiques (vitamine C, E, polyphénols) et des huiles végétales sont

donc essentielles pour atténuer ces effets (Nichols et Katiyar, 2010).

En plus des mécanismes de défense naturels de la peau, les métabolites secondaires
végétaux, notamment les acides phénoliques (acide férulique, acide caféique) et
les flavonoides (quercétine, kaempférol, catéchines), jouent un role clé dans la protection
contre les dommages induits par les UV. Ces composés agissent comme de
puissants antioxydants en neutralisant directement les ERO et en régénérant d’autres
molécules antioxydantes comme la vitamine E (Nichols et Katiyar, 2010). IIs inhibent
¢galement 1’activation des MMP et réduisent I’inflammation en modulant les voies de
signalisation pro-inflammatoires (NF-xB, MAPK), limitant ainsi le photo-vieillissement
(Cristina et al., 2016). De plus, certains flavonoides comme 1’épigallocatéchine gallate
(EGCQG) du thé vert stimulent la réparation de ’ADN et induisent 1’apoptose des cellules
précancéreuses, offrant une protection contre les carcinomes cutanés (Afaq et al., 2002).
Leur application topique ou leur consommation par ’alimentation (fruits, 1égumes, th¢)
renforce donc les défenses cutanées, combinant activité photoprotectrice, anti-age et

anticancéreuse (Nichols et Katiyar 2010).
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9 Activité antioxydante in vivo

9.1

L'acétamipride est un insecticide néonicotinoide qui agit comme agoniste du récepteur
nicotinique de l'acétylcholine, utilis¢é comme insecticide dans les cultures et les légumes-
feuilles, ainsi que pour lutter contre les puces sur les chiens et les chats. L'utilisation
généralisée de I'acétamipride entraine l'entrée du pesticide dans la chaine alimentaire, qui a

son tour provoque une toxicité pour I'nomme et I'animal (Ibrahim etz al., 2020).

L'acétamipride est rapidement et presque completement absorbé et est largement
distribué dans les tissus, ce qui suggere une grande variété de symptomes cliniques possibles
associés a I'empoisonnement par ce pesticide (Ibrahim et al., 2020). En effet, L'acétamipride
induit un stress oxydatif qui entraine une diminution des enzymes antioxydantes et une
augmentation des niveaux de malondialdéhyde et d'oxyde nitrique (NO), ce qui contribue a

endommager les tissus (Ibrahim ez al., 2020).

Dans le présent travail, I’effet antioxydant possible de I’extrait EMet de R. tuberculata
a été investigué a différentes doses chez les rats exposés a I’acétamipride, en comparaison au

groupe co-traiter par la vitamine C et un groupe témoin sain.

Observation des signes de la toxicité induite par le pesticide

La surveillance des symptdmes de la toxicité induite par I’acétamipride a été faite
pendant les 15 jours du traitement, en surveillant également la mortalité et le changement en
comportement général des animaux de tous les groupes. Durant cette étude, on n’a constaté
aucun signe d’intoxication sur le groupe témoin (G1) qui a recu uniquement [’eau
physiologique Na Cl 0,9%. Les animaux de ce groupe étaient sains en présentant un

comportement normal avec une consommation alimentaire et hydrique normale.

En comparaison avec le groupe 2, certains signes cliniques ont été observés chez les
rats de reste des groupes notamment le groupe 1, ayant regu le pesticide acétamipride avec
du NaCl 0,9%. Ces manifestations se traduit par un tremblement, une l1éthargie, une tachypnée
ou dyspnée pendant le 1 jour d’administration du pesticide. Ensuite, une salivation, une
convulsion, une diarrhée massive avec une déshydratation et une anorexie ont été noté

clairement chez la plupart des rats de ce groupe atteint.

Par contre, la surveillance des groupes traités par les différentes doses de 1’extrait EMet

du R. tuberculata (G 4-6), nous a permis d’avoir noté¢ 1’apparition des signes cliniques
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principalement la diarrhée pendant les premiers cinq jours, pour étre disparue le reste de la
période d’étude. Ce symptome a également €été observé méme chez les animaux du groupe
co-traité par la vitamine C (G3). En effet, la prise des manifestations liées a 1’altération du
bien-étre de 1’animal pour ces groupes a été faite par rapport aux lots témoins sain (G1) et

I’autre atteint (G2).

Cependant, malgré ces effets transitoires, aucun déces n’a été constatée chez tous les
groupes co-traités. Ces résultats suggerent que notre extrait a exercé un effet protecteur contre

la toxicité du pesticide testé.

Variation pondérale

Au cours de ’expérimentation in vivo qui dure 15 jours sur les six groupes de rats
Wister, la surveillance de la variation du poids a été faite avant et le 1 jour, le 3°™jour, le
5mjour, le 10°™ jour et le 15°™ jour aprés le prétraitement des animaux. Les data obtenu
sont montré une augmentation progressive de la masse corporelle dans tous les groupes, en
comparaison avec le groupe témoin sain (G1). En revanche, le groupe atteint (G2) a présenté
une croissance soit faible de 13,75 g. Le groupe 2 (G3), traité avec la combinaison (le
pesticide et vitamine C), a montré la plus forte croissance, passant de 194,75 g a 242,5 g, soit
de taux d’augmentation correspond a 47,75 g). Cela peut refléter un effet protecteur important
de la vitamine C contre la toxicité induite par 1’acétamipride.

Tableau 10. Effet du pesticide acétamipride et de différents traitements sur la variation du
poids moyen des rats au cours de I’étude in vivo.

Groupe Traitement ler jour Séme jour 10¢éme jour 15¢éme jour
1 NaCl 0,9 % 163+7,8 174,4+10,6 184,8+14,2  179,8+35,8

2 PST+ NaCl1 0,9 % 200,2549,5 210+14,2  219,75+4,9  234+14,1

3 PST+ VIT C 194,75+8,2 218+12,6  203,75+39,7 242,5+12,7

4 PST+75mg/kg/jr EMet  197,25+5,5 204,75+7,5 217,193£7,1 232+3,9

191,25+11, 198,25+13,0

g ; 206,5+12,6

PST+150mg/kg/jr EMet 184+9,01

PST+300mg/kg/jr EMet 178,25+5,6 189+3,7 198,25+7,8  216,75+7,2

Comparé aux autres doses de EMet de R. tuberculata, la dose 75mg/kg/jr administrée

au groupe 4 (G4), ayant recu préalablement le pesticide acétamipride, a également montré
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une croissance notable de 197,25 g a 232 g (+24,75 g). Ce qui peut indiquer un effet
antioxydant modéré. En revanche, le groupe 5 et 6 (G5 et G6), traités avec 150 et 300
mg/kg/jr d’extrait testé, ont reconnu une croissance significativement plus importante
correspondante a une augmentation du poids avec 38,5 g, une amélioration qui était

statistiquement similaire a celle exhibée par la vitamine C.

Ces résultats ont renforcé 1’hypothése que les traitements testés ont un role protecteur
contre le stress oxydant induit par 1’acétamipride. Ce qui nous permis de suggérer que
I’extrait méthanolique de Ruta, en particulier a une concentration de 300mg/kg/jr, posséde
un potentiel antioxydant in vivo comparable a celui de la vitamine C face a la toxicité induite

par le pesticide testé.
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Conclusion

Cette étude démontre que l'extrait polaire de R. tuberculata posséde un potentiel
antioxydant remarquable, ouvrant des perspectives thérapeutiques prometteuses. Ses parties
aériennes pourraient constituer une ressource naturelle pour prévenir les maladies et les
affections liées au stress oxydatif, grace a ses composés aux activités antioxydantes et anti-

inflammatoires.

Les analyses phytochimiques confirment la présence abondante de métabolites
secondaires dans les extraits étudiés tels que les polyphénols et les flavonoides, notamment
de classe flavonol. Pharmacologiquement, les extraits polaires notammentl’extrait
méthanoliquede la partie aérienne ont révél€ une activité antioxydante supérieure a l'extrait

aqueux, attribuée a leur richesse en flavonoides, flavonol.

Les résultats de notre étude montrent que I’espéce R. tuberculata semble posséder une
un effet photo-protecteur intéressant, probablement li¢ a sa richesse en composés phénoliques
et flavonoides aux propriétés antioxydantes. Cette capacité a atténuer les effets du stress

oxydatif induit par les rayons UV renforce la pertinence de son usage traditionnel.

En effet, ces propriétés justifient pleinement 1’incorporation de cette plante dans la
médecine traditionnelle algérienne, notamment dans la prévention ou le traitement de
troubles cutanés liés a I’exposition prolongée au soleil. Ces données ouvrent ainsi la voie a
une valorisation thérapeutique et cosmétique de Ruta tuberculata, a travers des formulations

naturelles a visée protectrice.

Cependant, face aux effets secondaires des traitements synthétiques (ulceres,
insuffisance rénale), R. tuberculata émerge comme une alternative naturelle, avec des
propriétés antioxydantes et photo-protectrices, qui montre aussi la meilleure activité

antiradicalaire.

Il nous parait important que cette plante, riche en molécules thérapeutiques, mérite des

recherches complémentaires pour valider son intégration en pharmacologie moderne.

Des investigations supplémentaires et approfondies devraient étre envisagées dont le

but est de :
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- Approfondir 'identification des composés bioactifs.

- Evaluer in vitro son potentiel antioxydant en utilisant d’autres approches et

déterminant d’autres mécanismes antioxydants possibles de notre plante.

- Explorer ses applications contre les maladies cutanées en exploitant des modéles

expérimentaux in vivo.
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Résumé

Ruta tuberculata est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle depuis I'Antiquité en raison de ses nombreuses
propriétés médicinales. L'objectif de notre étude est d'évaluer I’activité antioxydante des extraits aqueux et hydro-méthanolique (obtenus
par décoction et macération, respectivement) des parties aériennes de cette plante médicinale, récoltée dans la région de Chaiba (Ouled
Djellal). L activité antioxydante de ces extraits a été testée in vitro et in vivo sur des rats aprés I’administration d'un I’acétamipride suivi

d’un traitement des rats par gavage orale des extraits.

Dans un premier temps, une étude comparative in vitro a révélé que les extraits de Ruta tuberculata présentent une efficacité
antioxydante significative, en particulierson extrait méthanolique qui semble étreun piégeur plus actif des radicaux que 1'extrait aqueux.

De plus, les deux extraits ont également montré une activité photo-protectrice importante avec une valeur de SPF > 30.

Ensuite, 1’études de 1’activité antioxydante in vivo a montré que les différents extraits de Ruta a protégé les animaux contre la

toxicité induite par le pesticide en favorisant I’augmentation du poids chez les rats traités en comparaison avec les groupes témoins.

Enfin, les résultats du criblage phytochimique ont confirmé que la plante étudiée est trés riche en molécules bioactives,

notamment en polyphénols, en flavonoides et notamment en flavonols, responsables de leurs activités biologiques.

Mots clés : Activité antioxydante, métabolites bioactifs, Ruta tuberculata, pesticide, Activité photo-protectrice.

Summary

Ruta tuberculata is a plant that has been widely used in traditional medicine for its many medicinal properties. The aim of our
study was to evaluate the antioxidant activity of aqueous and hydro-methanolic extracts (obtained by decoction and maceration,
respectively) of the aerial parts of this medicinal plant, harvested from the Chaiba region (Ouled Djellal). The antioxidant activity of
these extracts was tested in vitro and in vivo on rats Wister after administration of a pesticide, followed by treatment of the rats by oral

gavage with the tested extracts.

Firstly, the in vitro study revealed that Ruta tuberculata extracts showed significant antioxidant potential, particularly its
methanolic extract, which appears to be a more active scavenger of radicals than the aqueous extract. In addition, both extracts also

showed significant photo-protective activity, with an SPF value >30.

Moreover, the study of antioxidant activity in vivo showed that the different Ruta extracts protected the animals against pesticide-

induced toxicity by promoting weight gain in the treated rats compared to the control groups.

Finally, the results of the phytochemical quantification confirmed that the studied plant is very rich in bioactive molecules, mainly

polyphenols, flavonoids and flavonols, which are responsible for their biological activities.

Key words: Antioxidant activity, bioactive metabolites, Ruta tuberculata, pesticide, Photo-protective activity .
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