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Résumé

L'olivier (Olea europaea L.) est I'un des arbres fruitiers les plus importants et
répandusdans le bassin méditerranéen. Parmi ses sous-espéces sauvages, l'oléastre (Olea
europaea subsp. sylvestris) se distingue par sa résistance et ses bienfaits pour la sante.
L'objectif de cetteétude est d'évaluer l'activité anti-inflammatoire de I'extrait de I’huile de
I’oléastre.

L'extraction des composés phénoliques de cette huile produit un rendement de 0,13 %.
L'analyse quantitative de l'extrait révele une teneur en polyphénols totaux de 18,8 mg
EAG/kgd'huile et une teneur en flavonoides de 27 mg EQ/kg d’huile.

L'activité anti-hémolytique de I'extrait montre que le pourcentage d'hémolyse
diminue de 35,13 % a 0,16 % avec 1’augmentation des concentrations d'extrait allant de 20 a
100 mg/ml,indiquant un effet protecteur sur les membranes érythrocytaires. L'évaluation de
la protection contre la dénaturation thermique de I'albumine révele une protection variant de
3 % a 54 % avecune concentration maximale de 100 mg/mL d'extrait. L'IC50 de Il'aspirine
est de 716ug/mL, tandis que celle de I'extrait est de 92 310 pg/mL. Cela démontre une activité
anti-inflammatoirede la molécule pure et de I'extrait.

L'extrait de I’huile de I’oléastre, riche en polyphénols et en flavonoides, présente des
propriétés anti-inflammatoires et protectrices notables, soulignant son potentiel

thérapeutique.

Mots clés : huile d’olive, Oléastre, polyphénols, flavonoides, activité anti- inflammatoire,

activité anti hémolytique.



Abstract

The olive tree (Olea europaea L.) is one of the most important and widespread fruit treesin the
Mediterranean basin. Among its wild subspecies, the oleaster (Olea europaea subsp. sylvestris)
stands out for its resilience and health benefits. The aim of this study is to evaluate the anti-
inflammatory activity of the oleaster oil extract.

The yield of phenolic compounds extract from this oil is 0.13%. Quantitative analysis of the
extract reveals a total polyphenol content of 18.8 mg GAE/kg of oil and a flavonoid content of 27
mg QE/kg of oil.

The anti-hemolytic activity of the extract shows that the percentage of hemolysis decreases
from 35.13% to 0.16% with increasing extract concentrations ranging from 20 to 100mg/mL,
indicating a protective effect on erythrocyte membranes. The evaluation of protectionagainst
thermal denaturation of albumin reveals protection ranging from 3% to 54% with a maximum
concentration of 100 mg/mL of extract. The 1C50 of aspirin is 716 pg/mL, while thatof the extract
is 92,310 pg/mL. This demonstrates an anti-inflammatory activity of the pure molecule and the
extract.

The oleaster oil extract, rich in polyphenols and flavonoids, exhibits notable anti- inflammatory
and protective properties, highlighting its therapeutic potential.

Keywords : olive oil, wild olive, polyphenols, flavonoids, anti-inflammatory activity, anti-
hemolytic activity.



o fe
U"‘A'L‘..

oy ylall da glia o giall an¥) el il ¢ 3l ST 4 131 50lea europaea subsp sylvestris
i s T siall (mad) aal) bl a5 e Laia¥) Jlaall 8 dpuladd A0S0 Jind Lild clld ) ZiiaYl s Gl
DAl 8 sl Qlall sl s e axdiun ad il ga il g1 de 5 dall sl syl Al s s
Apnn 5l LAY 5 (5 Suall 5wl Jaseain U 51 gz Slad s A sl Ll sf 5 e Of LS edliline dnSle Jilimdy i
¢) i & selal il s sylvestris europea Olea < 3 (A sitisal) paliivuall o 4l dilias dul j0 el a) o3 4 il

228 / 08 pale 27 a1 2 55 8 (5 gima s <y W (s paS EAG [ pale 18.8 Al J s sall (5 sime aa

aliinall 5 58 4l 23 (5 AT Lali e %0.16 i .%35.13 dagiy adll JDlail 3 508 Ay Liad 5 Al dali e g
%54 3 e sl e ledde Jeaniall i) culS g of jaall adll LS cLie lan 5 5l all (e sl Gt Tadis e
Je/al a5 500 92,310 (s5bes IC50 Aad Lialitiiie  any

41 sylvestris subp Olea europaga < s: 3 o siluall paldiall o) it of (S ledde J ganll o3 il 35y

Lals

gD Balias dpald 5 (g )l sadl (e stV st aa S8

slae Bl ey 5 830N Maa) oJ s sall  Maa) ¢ sylvestris subp Olea europaea < s: ) :4zalidal) cilalst)
O el

IC50. 4 D™ sliae L



SOMMAIRE

LISTE DES ABREVIATIONS

LISTE DES FIGURES

LISTE DES TABLEAUX

INTRODUCTION GENERALE ... 2
CHAPITRE | : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.1.
1.1.1.1.
1.1.1.2.
1.1.1.3.
1.1.14.
1.1.14.1.
1.1.14.2.
1.1.15.
1.1.2.

1.2.1.
1.2.1.1.
1.211.1.
1.2.1.2.
1.2.1.2.1.
1.2.1.2.2.
1.2.1.23.
1.2.2.

1.3.1.

PREMIERE PARTIE : PRESENTATION DE L’OLEASTRE

GENETAlITES SUF P@SPECE......cueiviiiieiiiiiiie ettt bbb 6
Présentation de I’espéce et NIStOrIQUE.........ccoeviiiiiiiiiicicee s 6
ClaSSIFICATION ...ttt 6
DeSCription DOTANTQUE .......ccuveiiieieiie et 7
Aires de répartition de POIEASLIe ............ccccvvveieiirieie e 9
ATéchelle MONTIAIE ..........ccoiiiiiii e 9
EN ALGETI@ e i 10
USAQJES €1 VEITUS . v .eeiiuiiiieieiie et e e ns 10
Le régime méditerranéen, les polyphénols et ’'inflammation ......................... 11

DEUXIEME PARTIE : LES COMPOSES PHENOLIQUES

Généralités sur les polyphénols. .. ..........cccoeiiiiiiiiiniiiee e 13
LeS FlaVONOTUES ... ...ttt 15
ROIE des FlaVONOTUES .....c.eeveieieiiecieeesee e 16
LLES TANINS. ...ttt bbb 16
Les tanins hydrolySables ... .16
LeS tanins CONUENSES. ......ccveiueiriiieieeieie ettt ee s 16
ROIE dES TANINS ... 17
Activités biologiques des oliviers et leurs extraits ............ccccoevvveveiiieieeresnnn, 17

TROISIEME PARTIE : LINFLAMMATION

Définition de PInflammation ..............oooveeiiiiiieeee e e e 19



1.3.2. Les types d’inflammation................cccooiiiiiiiii 19

1.3.21. L’inflammation QiQUE.............cccoooiiiiiiiiiesie et 19
1.3.2.1.1. Phase vasculaire (réaction vasculo-oxydatiVe)............cccccevvverviieiivesiesieseennnns 19
1.3.2.1.2. Phase cellulaire (migration des l[eUCOCYTES) ........cccerirririiiiininiceee e 20
1.3.2.1.3. Phase de résolution (phase de réparation) .........c..cccocrereiniinencisieneneeseee 20
1.3.2.2. INflammation CAFONIQUE .........oovieiie e 20
1.3.3. Les médiateurs inflammatoireS..........coocoveiiiiniinieie e 21
1.3.4. Traitements PrECONISES ....cc.oviiieieieie et 22
1.34.1.  Anti-inflammatoires steroidiens (AlS) ... 23
1.3.4.2.  Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ..o, 23

CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

2.1. =N =] o T ST 26
2.1.1. MALEFIEl VEQETA ..o e 26
2.1.2. Prélevements SANQUINS ..........ccccueiieiieie e se ettt sre e sre e ae e sreesreeneeas 26
2.2. IMEENOTES ...ttt 26
2.2.1. Extraction des composes PhENOIIQUES..........coveieiiiiiiiieieeee e 26
2.2.2. Détermination du rendement en composes phénoliques...........ccccoervercrncnn. 26
2.2.3. ANALYSE QUANTITALIVE .......eeeiiiiie et 27
2.2.3.1.  Détermination de la teneur en composés phénoliques...........cccecvevveieiiveieanns 27
2.2.3.2. Détermination de la teneur en flavonoldes..........cccocvvveieiieeiiece e 27
2.2.4. ACtiVité anti-REMOIYLIQUE..........ccoiiiiieiee e 27
2.2.4.1.  Préparation de I'NEMatoCrite.........ccoovveiieiieiieeie e 27
2.24.2. Testde d’hEmOLYSe...........cocueiiiiiiiiiiiie e 28
2.2.5. Activité anti-inflammatoire ... 28
2.25.1. Evaluation de I'inhibition de la dénaturation thermique de I'albumine ........ 28

CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

3.1.Rendement d’extraction des COmposes PhENOIIQUES ..........ccevevreeieiienec e 31
3.2. ANAIYSE QUANTITALIVE ....c.eitiiiiiiiiieiieieee ettt 31
3.2.1. Teneur en POIYPRENOIS ........c.ooiieiiccce et 31
3.3.Teneur eN flaVoNOTOES . cueieereietierntetiernteeserntessasnressesnsessasnssssnssssasessssnsmssnsess 32
3.4.ACtiVité anti-NEMOIYTIQUE ........ccceiiis ceveeieeieeetinteaeeecsenseasssnsensansescnsansansesnns 33

3.5.Evaluation de la protection contre la dénaturation thermique de I’albumine............ 35



CONCLUSION.....ccoviiiiiiieiicce,

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



Liste des abréviations

AINS : Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens.
AIS : Anti-Inflammatoires Stéroidiens.

COX : Cyclooxygénase.

DO : Densité Optique.

DMSO : Diméthylsulfoxyde.

EQ : Equivalents de Quercétine.

EAQ : Equivalents Acide Gallique.

GR : Globule Rouge.

GC : Glucocorticoides.

IC50 : Concentration Inhibitrice 50.

LABAB : Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologique.
PG : Prostaglandine.

PN : Polynucléaire.

PPT : Polyphénols Totaux.

PBS : Tampon Phosphate Salin.

PAMP : Pathogen Associated Molecular Patterns.
PRR : Pattern Recognition Receptors.

NO : Oxyde Nitrique Synthase.



Liste des figures

Figure 1. Aspect morphologique I’oléastre(Haniche,2020)...........c..ooviiiiiiiiiniiniiinennn, 7
Figure 2. Aspect morphologique des rameaux d’olivier sauvage (Haniche, 2020)............... 8
Figure 3. Aspect du fruit de ’oléastre ( Chekini et Harouni, 2021). ................coooeiienn.n. 8

Figure 4. Aire de répartition de 1’olivier sauvage et cultivé dans le bassin Méditerranéen

(Carrion €t al, 2000) . ...t 9
Figure 5. La carte de I’oléiculture de 1’ Algérie (Khoumeri 2009).........ccccoevviviiiinininn. 10
Figure.6 : Structure des bases des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011)............cccvenee... 15
Figure.7 Structure de différentes familles de flavonoides..............cccoviviiiiiiiiiiiinnnn.. 15
Figure 8 : Courbe étalon de 1’acide gallique.............ccooviiriiiiiiiiii e 31
Figure 9 : Courbe étalon de la quercétine.............oovvvriiiiiriiii i 33

Figure 10 : Histogramme des pourcentages d’hémolyse des différentes concentrations de
Pextrait et du DM SO ... ..o 34
Figure 11 : Pourcentages de protection de I’extrait d’huile d’olive (A) et de 1’aspirine (B) vis-

a-vis de la dénaturation thermique de ’albumine...................coooiiiiiiiiiiiie . 35



Liste des tableaux

Tableau 1 : Les principales classes des composés phénoliques (Boubekri, 2014).............

Tableau 2 : Les principaux médiateurs de I’inflammation (Rinkin,2004 ; Henrotin et al.,



Introduction générale



L'inflammation est une réponse biologique du corps a des micro-organismes infectieux
tels que les bactéries, virus ou champignons, ainsi qu'a des dommages tissulaires, la mort
cellulaire, le cancer, l'ischémie et la dégénérescence (Azab et al., 2016). Elle se manifeste par
une augmentation du flux sanguin, provoquant rougeur et chaleur, ainsi qu'un gonflement di a
une perméabilité accrue des capillaires, visant a réparer les tissus endommagés et a protéger
I'organisme (Elgorashi et McGaw, 2019). Cependant, lorsque ce processus devient
dysfonctionnel ou prolongg, il peut évoluer vers un état chronique, exacerbant des pathologies
telles que I'asthme, l'arthrite, les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin, les maladies

cardiovasculaires et les troubles neurodégénératifs(Dvorakova et Landa, 2017).

Pour traiter l'inflammation, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les
corticostéroides sont couramment prescrits (Dvorakova et Landa, 2017). Toutefois, ces
médicaments sont associés a des effets secondaires dangereux comme les lésions gastro-
intestinales, le risque accru d'évenements cardiovasculaires et I'immunosuppression (Bindu et
al., 2020 ; Chattopadhyay, 2022).

Face a ces défis, la recherche de nouvelles classes d'agents thérapeutiques ciblant les
mécanismes inflammatoires sans compromettre la santé globale des patients est cruciale
(Dvorakova & Landa, 2017). Les plantes médicinales suscitent un intérét particulier en raison
de leurs métabolites secondaires aux effets curatifs bien établis (Nunes et al., 2020). Parmi ces
sources prometteuses, l'olivier (Olea europaea L.) se distingue comme I'un des arbres fruitiers
les plus importants et répandus dans le bassin méditerranéen(Dias et al., 2020). L'huile d'olive,
produit majeur dérivé de ses fruits, est hautement appréciée non seulement pour sa saveur et sa
valeur nutritionnelle élevée, mais aussi pour ses bénéfices remarquables pour la santé, attribués
a sa forte teneur en acide oléique et en polyphénols (Chikhi & Djelloul, 2022; Espinola et al.,
2021). Ses composes bioactifs, comme I'hydroxytyrosol et l'oleuropéine, ont démontré des
effets antimicrobiens, antiviraux, antioxydants et anti-inflammatoires dans divers modeles

précliniques et études épidémiologiques(Gorzynik-Debicka et al., 2018).

Des recherches indiquent que I'huile d'olive extraite des oliviers sauvages (Olea
europaea subsp. europaea var. sylvestris) présente des concentrations plus élevées en phénols,
tocophérols et antioxydants par rapport a celle issue de l'olivier cultivé (Bouarroudj et al., 2016)
(Dabbou et al., 2011). Cette richesse en polyphénols fait de I'huile d'olivier sauvage une
alternative potentiellement plus intéressante pour la santé par rapport a celle issue de I'olivier

cultivé.



Dans ce contexte, la présente étude se concentre sur la caractérisation de l'extrait de
I’huile de I’olivier sauvage a travers une analyse quantitative et une évaluation de son activité

anti-hémolytique et anti-inflammatoire.
Ce manuscrit se compose de trois chapitres principaux.

Le chapitre | constitue une synthése bibliographique qui inclut la description botanique de a
sous-espece étudiée (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris), les composésphénoliques,

ainsi que l'inflammation en détaillant ses types, ses médiateurs et les traitements associés.

Le chapitre Il est dédié a l'expérimentation. Il décrit le matériel utilisé, les protocoles
expérimentaux et les méthodologies adoptées.

Le chapitre Il présente les résultats expérimentaux obtenus, accompagnés d'une analyse et
d'une discussion approfondies.

La conclusion récapitule l'ensemble des résultats et ouvre des perspectives pour de futures

recherches.



Chapitre |
Synthese bibliographique



Premiere partie

Présentation de I’oléastre



1.1.1. Généralités sur ’espéce

1.1.1.1. Présentation de I’espéce et historique

La méditerranée a toujours été liée a la culture de I’olivier, du fait des différentes
conditions écologiques, les premiéres traces de la présence de I’olivier a 1’état sauvage,
remontent au tertiaire(Langer, 2008). Le terme oléastre désigne pour le biologiste, un arbre
appartenant a une population sauvage vraie, c'est-a-dire une lignée Olea europaea qui n'aurait
jamais bénéficié d'intervention de I'hnomme pour se propager (Bervillé et Breton, 2012)

Selon Terral et al. (2009), les origines lointaines de 1’olivier (Olea europaea L. subsp.
europaea) remontent a 1’¢re tertiaire. L'étude des noyaux de fruits d'oléastres et des restes de
bois carbonisés a mis en évidence une protoculture et une exploitation de l'olivier avant
l'antiquité. C’est ainsi que de nouvelles variétés provenant de nombreuses contrées de la
Méditerranée se sont installées suite aux mélanges des techniques et des savoir-faire. Pour
Chevalier (1948), tous les oléastres sont issus d’un type ancien spécifique qui présente des
formes nombreuses O. chrysophylla Lamk. L’oléastre, était considéré comme un taxon sans
intérét par les chercheurs et les oléiculteurs (Breton et Bervillé, 2012), mais il a été utilisé pour
la culture de I’olivier dés 1’an 37000 avant Jésus-Christ en Gréce (Bolmont et al., 1998). La
dénomination d’olivier tient son origine des Grecs antiques « Elaia » puis ¢’est devenu « Olea»
chez les Romains (Rhizopoulou, 2007).

La présence d’oliviers sauvages sur le territoire nord-africain pose 1’hypothése que
I’origine de I’olivier est africaine ; sa présence au Sahara date de 120 000 ans (Bolmont et al.,
1998).

1.1.1.2. Classification

L’espéce Olea europaea L. appartient a la famille des Oléacées. Plus de 2 000 variétés
sont recensées dans le monde. Les techniques de la biologie moléculaire ont apporté un
positionnement exact de l'olivier sauvage et de l'olivier cultivé, depuis le siécle dernier (Artaud,
2008). D’apres la classification de Cronquist, (1981), le genre Olea appartient :
Regne : Plantae
Sous-regne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae

Ordre : Scrophulariales



Famille : Oleaceae

Genre : Olea

Espéce : Olea europaea L.

Sous-espece :Olea europaea L. ssp. Oleaster Hoffm.et Link ou O. europaea L. subsp. sylvestris
Miller).

1.1.1.3. Description botanique

Nombreux sont les auteurs qui ont fait une description botanique de 1’olivier
sauvage.D’apres Besnard (2009), 1’oléastre, rencontré dans les bois méditerranéens, est décrit
comme un arbuste ou arbrisseau, vivace a port buissonnant, rameux. Les rameaux sont raides,
quadrangulaires et épineux, contrairement a I’espece cultivée ou le tronc est bien structuré puis
ramifié en plusieurs branches (Fig.1).

Le nom d’oléastre est réservé pour des formes d'apparence spontanée, en buissons
souvent L’oléastre est un arbuste de 1-3 m, il s’agit d’une plante sempervirente, a feuillage
glauque, fleurissant en Mai-Juin. 1l se présente sous deux formes non distinguables
morphologiquement, « oléastre vrai » qui est la forme sauvage naturelle et « 1’oléastre féral »,

et la forme cultivée retournée a 1’état sauvage (Besnard et al., 2000).

Figure 1. Aspect morphologique 1’oléastre (Haniche, 2020).

D’aprés Boucher et al., (2011). L’oléastre possede des feuilles petites 3- 4cm (Fig.2 A).

Elles sont blanches argentée sur la face inférieure, vert grisatre sur la face supérieure. Elles



peuvent subir diverses modifications leur permettant de s’adapter a des situations
environnementales particuliéres (Breton et al., 2006). Les fleurs sont discrétes, blanches,
odorantes, forment des grappes courtes et serrées ; elles présentent un calice a 4 sépales,
une corolle courte a quatre pétales, deux étamines insérées sur le tube de la corolle. Un ovaire
simple, ovoide a deux loges biovulées, surmonté d’un style simple, trés court, épais, terminé

par un stigmate épais, allongé, bilobé (Fig.2B).

A : Les feuilles B : Les fleurs

Figure 2. Aspect morphologique des rameaux d’olivier sauvage (Haniche, 2020).

Les fruits, appelés « drupes », sont nombreux, ovoides, petits et peu charnus. lls sont
luisants, verts puis noirs a maturité, a noyau dur fusiforme a arrondi. Ils Fréguemment
consommeés par les oiseaux, les noyaux des olives sont disséminés sur d’autres territoires, la

dissémination de 1‘espéce est dite zoochore. (Fig.3)

Figure 3. Aspect du fruit de 1’oléastre (Chekini et Harouni, 2021).




1.1.1.4.Aires de répartition de I’Oléastre
1.1.1.4.1. AVTéchelle mondiale

Selon Ghedira (2008), le genre Olea comprend une trentaine d'espéces différentes dans
le monde. Olea europaea est la seule espéce portant des fruits comestibles, laquelle se divise
en 2 sous espéeces : Olea europaea sylvestris ou oléastre (l'olivier sauvage) et Olea europaea
sativa ou I’olivier cultivé. Les formes spontanées ou sub-spontanées d’oléastre se trouvent
essentiellement dans les maquis de la région méditerranéenne (Fig.4). Ou ils forment de vraies

foréts en Espagne, en Algérie et en Asie Mineure (Chevalier, 1948).

AN

AN

W'N

B Olvier sauvage
B Olivier cultivée

Figure 4. Aire de répartition de 1’olivier sauvage et cultivé dans le bassin méditerranéen.
(Carrion et al, 2010).

1.1.1.4.2. En Algérie

L’olivier occupe a I’échelle nationale environ 45 % de la surface arboricole avec plus
de 245.500 ha répartis sur tout le territoire national en particulier au Nord de 1’Algérie.La
surface oléicole en Algérie est repartie sur quatre principales régions a I’an de 1999 (COI,

2010).



Figure 5. La carte de I’oléiculture de I’ Algérie. (Khoumeri, 2009).

Le centre, avec 54.3% de la superficie totale (Sétif, Boumerdes) ;
» L’est, avec 28% (Tlemcen, Bel Abbes, Chlef) ;
» L’ouest, avec 17% (Guelma, Tarif) ;
» Lesud, avec 0.4% (Biskra, Bechar, Saida, Batna).
En 2009 I’olivier est cultivé au Nord de I’ Algérie a une distance de 8 a 10 Km de la mer.
En 2009, la superficie a eté évaluée a plus de 310000 hectares (Fig.5). D’aprés le (FAO, 2013),

la superficie oléicole en Algérie est estimee a 348196 ha

1.1.1.5. Usages et vertus

Les produits végétaux sauvages récoltés ont généralement une valeur soit de
consommation ou commerciale. Parmi eux, nous avons les oliviers sauvages. Son huile servait
dans la fabrication des parfums, carburant de lampe, de lubrifiants et le bois est employépour la
boiserie et comme carburant (Terral et al., 2009). Comme il est doté de vertus thérapeutiques
de ce fait est employées pour des préparations médicinales (Firestone, 2005).

Les feuilles ont été largement utilisées dans les remedes traditionnels dans les pays
européens et méditerranéens comme des extraits, des tisanes, et des poudres. lls sont riches en
bioactifs (Wainstein et al., 2013). Leur extrait manifeste une certaine utilité thérapeutique, pour
modérer I’hypertension artérielle et pour les formes 1égeres de diabéte au cours de la grossesse
ou en cas d’obésité (Ghedira, 2008). De méme pour traiter la fiévre et d’autres maladies comme
le paludisme. Les feuilles possédent également des propriétés antioxydantes,anti-

inflammatoire, hypoglycémique et hypocholestérolémiantes.
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1.1.2. Le régime méditerranéen, les polyphénols et ’inflammation

L’huile d’olive est la principale huile alimentaire consommeée en région
méditerranéenne, elle contribue significativement au profil de santé supérieur observé chez
cette population. L’huile d’olive vierge est appréciée pour sa richesse en acides gras mono
insaturés, en particulier en acide oléique, cette propriété étant considérée comme la principale
caractéristique de 1’huile d’olive. Les polyphénols contenus dans I’huile d’olive sont associés
a tous ses bienfaits. Leurs propriétés et leurs effets antioxydants seront largement étudiés
(Visioli et al., 2002 ; O’Dwod et al., 2004). Actuellement, de nombreuses études ont montré
les effets protecteurs de 1’oleuropeine et de son métabolite 1’hydroxytyrosol contre le stress
oxydatif, les maladies neurodégenératives et le cancer. Dans certains travaux, les auteurs ont
proposé les mécanismes par lesquels agissent ces deux molécules et exercent leurs effets
protecteurs (Giner et al., 2016).

Les activités anti-inflammatoires des polyphénols constituent des mécanismes
importants qui seraient a 1’origine de leurs potentiels anticancéreux et chémopréventifs. Leurs
effets anti-inflammatoires sont attribués a leurs capacités a inhiber les activités du NF-xB
(Rosillo et al., 2014), la cyclooxygénase (COX-2) ainsi que la lipooxygénase (De la Puerta,
1999). O’Dwod et al, (2004) ont montré que 1’hydroxytyrosol agit par piégeage des espéces
réactives de I’oxygéne, a savoir le peroxyde d'hydrogéne dans les neutrophiles humains isolés.
En outre, I’hydroxytyrosol posséde un effet anti-inflammatoire, en inhibant la libération des
cytokines inflammatoires (Richard et al., 2011).

L'oleuropeine est décrit comme un inhibiteur efficace de I'invasion et de la prolifération
des cellules de gliome (Liu et al., 2016), il induit également une apoptose des cellules
d'’hépatome humain HepG2 via l'activation de caspases (Yan et al., 2015). Dans le contexte
inflammatoire induit par la carragénane, Impellizzeri et et al, (2011) ont montré une réduction

de l'infiltration des leucocytes chez des souris traitées avec de I'oleuropeine aglycone.
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Deuxieme partie

_es composes phénoliques



1.2.1. Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols sont métabolites secondaires spécifiques du regne végétal. Ces biomolécules
représentent une large gamme de substances chimiques (Bruneton, 1993). Les composes
phénoliques ne sont pas directement impliqués dans la croissance et de la
reproduction des plantes. Ils jouent cependant, un réle important dans les interactions de la
plante avec son environnement (Patra et Saxena, 2010), interviennent dans la protection du
vegétal contre les insectes, les herbivores et les radiations ultra-violets solaires. Ils jouent par
ailleurs un réle attractif vis a vis des insectes pollinisateurs (Houdjedje et Mehimmedetsi,
2018).

Structurellement, ils englobent un noyau benzénique aromatique (Urquia et Leighton, 2000
et Frankel et al., 1998, Chira et al., 2008) auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle, libre ou engagé dans une fonction éther, ester ou hétéroside. Le groupement
hydroxyle permet aux composés phénoliques simples de se polymériser pour obtenir des
phénols complexes ou polymérisés (Nagendran, 2006). Les composés phénoliques sont
synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des
phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont
organisées en métabolons (Bénard., 2009). Ils sont principalement synthétisés par la voie du
shikimate (Hoffimann, 2003). Ils sont présents dans toutes les parties de la plante, depuis les
racines jusqu’aux fruits, mais avec une répartition quantitative qui varie entre les différents
organes et tissus (Madi, 2018). Les polyphenols sont principalement répartis dans deux
compartiments, les vacuoles et la paroi (Bénard., 2009)

Ces composés formant une grande famille de plus de 8000 composés chimiques (Bouchouka,
2016) sont classes en deux groupes : les composés flavonoides et les composés non flavonoides
dont les tanins (Cathy, 2008). Boubekri (2014), les a organisés en 8 classes selon leurs structures

chimiques globales comme le montre le tableau.
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Tableau 1 : Les principales classes des composés phénoliques (Boubekri, 2014).

Squelette carboné Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phénols simple Catéchol Nombreuses espéces
C6-C3 Acides hydroxy- p-Hydrox benzoiques Epices, fraise
Benzoiques

C6-C3 Acides hydroxy- Acide caféique, acide

Pomme de terre,Cinnamique

Féruliqgue, pomme

esculétine, Citrus
C6-C2-C6 Silénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides :
Flavonols Kamphérol, Fruits, légu
Quercéitine mes,
Fleurs
Anthocyanes Cyanidine,

Pélargonidine Fleurs, fruits

o rouges
Flavanols Epicatéchine,
Catéchine
Flavanones Naringénine
Pomme,
raisin
Citrus
Soja
Isoflavonols Daidzéine
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3) n Lignines Bois, noyau de fruits
(C15)n Tanins Raisin rouge, kaki
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1.2.1.1. Les flavonoides
Les flavonoides représentent la majorité des composés phénoliques qui sont caractérises par
leurs faible poids moléculaires. Ils flavonoides sont responsables de la pigmentation chez les
plantes, ces pigments sont responsables des colorations (jaune, orange, rouge) de divers organes
de la plante (Chdira, 2005).
Les flavonoides partagent tous la méme structure de base (squelette) a geinze atomes de carbone
qui sont combinés a une configuration C6-C3-C6 (Tapas et al., 2008). Constitué de deux

noyaux benzéniques A et B accolés par un cycle pyranique central (Fig.6).

Figure.6 : Structure des bases des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011)

Il existe plusieurs classes de flavonoides (Fig.7) telles que: les flavones, les flavonols les flavon-

3-ols, le s isoflavones, les anthocyanidines (Chira, 2008).
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Flavone Flavanone Flavonol
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Flavanonol Isoflavone
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Flavanol (catechin) Anthrocyanidin

Figure.7 Structure de différentes familles d flavonoides
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1.2.1.1.1. RoOle des flavonoides

Les flavonoides agissent comme catalyseurs de la photosynthése et/ou en tant que régulateurs
des canaux ioniques impliqués dans la phosphorylation. Ils fonctionnent également comme des
aprotecteurs du stress oxydatif dans les cellules végétales en éliminant les espéces réactivesa
I'oxygéne et a l'azote, produites par le systéme de transport d'électrons photosynthétique (Pietta,
2000 ; Stalikas, 2007). lls repoussant les herbivores par leur gbut désagréable, jouant ainsi un
réle protecteur des plantes. Certains d’entre eux jouent également un réle de phytoalexines,
c'est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une
infection causée par des champignons ou par des bactéries (Wetterson et Butler, 1983).

Selon Guillouty (2016), une alimentation riche en flavonoides est bénéfique pour la santé
humaine. De nombreuses études suggerent que les flavonoides réduisent l'incidence de
nombreuses maladies telles que le cancer, les maladies cardio-vasculaires et antivirale
(Hanhineva, 2010).lIs présentent, apr ailleurs des propriétées antioxydantes (Pisoschi et al.,
2009), activité anti-microbienn (Yala et al, 2001) et activité anti-inflammatoire.lls pourraient
étre utilisés comme des agents de préventions dans certains cancers (Stagos et al., 2012),

I'athérosclérose, l'obésité, et le diabéte (Leonoudakis et al., 2017).

1.2.1.2. Les tanins
La majeur proprieté de ces substances est leur capacité a se lier a de grosse molécules comme
les protéines (Hagerman et Butler, 1978).

Deux groupes de tanins différents par leur structure et par leur origine biogénétique, ce sont :

1.2.1.2.1. Lestanins hydrolysables
Ces tanins sont des dimeéres d’acides galliques condensés sur un dérivé glycolyse, ils
comprennent 1’acide gallique et les produits de condensation de son dimeére, I’acide
hexahydroxydiphéniques. Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent facilement une
hydrolyse acide et basique, ils s'hydrolysent sous I'action enzymatique et aqueuse a I'eau chaude
(Conrad et al., 1998).

1.2.1.2.2. Les tanins condensés

Les tanins condensés sont des polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la

polymérisation auto-oxydative ou enzymatique des unités de flavon-3,4-diol liées
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majoritairement par les liaisons C4-C8 des unités adjacentes (Wollaston et Anklam, 2000). Leur
structure chimique est tres variable, mais comporte toujours une partie poly phénolique ; on
peut ainsi les classer en : tanins hydrolysables, qui donnent aprées hydrolyse soit de l'acide
gallique, soit de l'acide pélagique ; tanins condensés, non hydrolysables, qui par oxydation
donnent du pyrocatéchol (Kholkhal, 2014).

1.2.1.2.3. RO0le des tanins
La synthése des tanins par les végétaux est un des mécanismes de défense contre les agressions
des phytopathogénes (bactéries, champignons, virus) et des prédateurs (Herbivors, insectes). lls
possédent un large éventail d'activités biologique, antibactériennes, antivirales anti-oxydantes
(Rira, 2019). D’apreés les travaux (Ray et al., 2000) ils jouent aussi un réle danslaprévention
contre les deux formes de mort cellulaire connues, 1’apoptose et la nécrose.
1.2.2. Activités biologiques des oliviers et leurs extraits

De nombreuses études scientifiques ont montrés qu’Olea europaea L. est une source
naturelle de composés phénoliques dont un grand nombre présentent un large éventail
d'activités biologiques. L’olivier est utilisé en médecine traditionnelle, ses feuilles sont
diurétiques et préconisées dans I’hypertension artérielle en infusion, elles soulagent la fiévre, la
malaria (Lee et al., 2009) et le paludisme (Ferreira et al., 2007). Elles sont également utilisées

en cosmétiques (Benseddik et Rami, 2021).

L’HPLC obtenue a partir des extraits de feuilles de 1’olivier révélent montre la présence de
I’oleuropéine, I’hydroxytyrosol, la lutéoline, 1’apigénine, la catéchine, la vanilline, la rutine,
I’acide vanillique, I’acide caféique, le tyrosol et la lutéoline (Benavente-Garcia et al., 2000.
Lahcene et al., 2018). Selon le méme auteur, I’olivier se caractérise par des activités

antifongiques, antidiabétiques, hypoglycémiantes et hypotensives.

De nombreuses études ont montré que l'olivier représente une source tres riche de composes
phénoliques et possede de nombreuses propriétés biologiques liées au pouvoir antioxydant des
principes actifs de ses extraits et leur rle en tant que piégeurs de radicaux libres (Le Tutour
et Guedon, 1992 ; Caturla et al., 2005 ; Visioli et Galli,2002 ; Bouaziz et Sayadi, 2005 et
Lahcene (220)
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Troisieme partie

L’inflammation



1.3.1. Définition de ’inflammation

L'inflammation est une réaction biologique associé au systeme immunitaire a une
homéostasie tissulaire perturbée, une infections microbiennes et virales ou toute autre forme
d'agression physique (radiations, électricité, froid, chaleur, piqure, coupure, contusion) ou
chimique (acides, bases, substances minérales diverses) et peut étre biologique (virus, bactéries,
parasites, champignons), dans le but de préserver leur intégrité. Ce processus est généralement
bénéfique car il mobilise le systeme immunitaire pour éliminer les agents pathogenes et reparer
les dommages tissulaires. Cependant, dans certains cas, l'inflammation peut devenir néfaste en
raison de l'agressivité persistante de I'agent pathogene, de sa localisation spécifique dans le
corps, ou encore en raison de dysfonctionnements dans la régulation de la réponse
inflammatoire Elle se caractérise généralement par des signes tels que rougeur, chaleur,

gonflement et douleur dans la zone affectée (Barton, 2008).

1.3.2. Lestypes d’inflammation
Chaque fois que le corps est blessé par des éléments exogénes ou endogenes, celui-Ci
doit réagir. Il existe généralement deux types d’inflammation : l'inflammation aigué et

chronique selon la durée et la cinétique du processus inflammatoires

1.3.2.1. L’inflammation aigué

L'inflammation aigué représente la réponse immédiate de l'organisme face a une
agression externe. Sa durée peut varier de quelques jours a quelques semaines en fonction de la
gravité de la blessure. Cette réaction inflammatoire initiale est généralement bénéfique, car elle
permet a l'organisme de se défendre contre l'agent agresseur et favorise la réparation des
tissulaire. Les inflammations aigues guérissent soit spontanément ou avec un traitement mais
dans certains cas elles peuvent prendre des réactions démesurées c¢’est-a-dire si la destruction
tissulaire est importante et ainsi peuvent avoir des conséquences néfastes (Charles et al., 2010).

L'inflammation aigué se déroule en trois phases :

1.3.2.1.1. Phase vasculaire (réaction vasculo-oxydative) :

C’est un événement dynamique qui implique des changements physiologiques et
pathologiques, elle commence par une vasoconstriction artériolaire breve, induite par I'action
du systeme sympathique, est initialement observée, suivie d'une vasodilatation rapide des
vaisseaux sanguins. Cette transition est marquée par la libération d'histamine, de sérotonine et

de kinine, ainsi que par une excitabilité accrue des terminaisons nerveuses, contribuant a la
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sensation de douleur. Cette séquence n'est pas anodine pour les plaquettes circulantes, qui sont
activées en réponse a la perturbation du flux sanguin. La vasodilatation qui suit entraine une
augmentation du débit sanguin local et une perméabilité accrue des capillaires, facilitant ainsi
la diapédése des cellules sanguines. Ce processus est en partie responsable de la chaleur et de
la rougeur observées dans la zone inflammatoire. De plus, la migration cellulaire est
accompagnee d'un transfert de plasma, conduisant a la formation d'un cedéeme (Weill et Batteux,
2003).

1.3.2.1.2. Phase cellulaire (migration des leucocytes) :

Les phénomeénes vasculo-exsudatifs initiaux facilitent I'arrivée des leucocytes dans le
foyer inflammatoire, Les premiers arrivants sont les polynucléaires neutrophiles (PN) qui vont
étre progressivement remplacés sur le site inflammatoire par les cellules monocytes
principalement les macrophages ont pour fonction d'assurer la détersion gréace a leur capacité
de phagocytose Il s'y associe des lymphocytes et des plasmocytes qui participent a la réponse
immune spécifique de I’antigéne (DOUAOURI, 2018).

1.3.2.1.3. Phase de résolution (phase de réparation)

Elle dépend du dégrée de Iésion au niveau du tissu. Les agents agresseurs sont éliminés
par les polynucléaires neutrophiles et les produits de dégradation tandis que les débris
cellulaires sont Phagocytes par les macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des
cytokines et des Médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de régénération
tissulaire. Le retour a un état physiologique consiste dans un premier temps en la réparation de
I’endothélium par Les cellules endothéliales elles-mémes, ces cellules pouvant produire les
éléments de leur stroma. Si I’atteinte est plus sérieuse et entraine une destruction du tissu atteint,
d’autres cellules vont intervenir pour réparer le nouveau tissu. Les macrophages vont participer
a I’angiogenése, mais ce sont surtout les fibrocytes puis les fibroblastes qui vont produire
les protéines matricielles des tissus intercellulaires, comme le collagene, la fibronectine et
la laminine pour permettre la reconstruction des tissus. Le systéme de I’angiogenése estainsi

remis au repos et la réaction inflammatoire peut s’éteindre (Carip, 2010 ; Mebirouk, 2017).
1.3.2.2. Inflammation chronique
Contrairement a l'inflammation aigué, l'inflammation chronique est de longue durée et

persiste pendant des semaines, des mois ou méme des années, La défense de l'organisme doit
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continuer de maniére chronique lorsque les leucocytes infiltrent excessivement le site
inflammatoire et que l'agent causal est mal éliminé, Cette réponse peut également étre
déclenchée par certaines maladies auto-immunes ce qui peut entrainer l'apparition de
nombreuses pathologies (DORWARD et al., 2012).

1.3.3. Les mediateurs inflammatoires

Selon Charles A. Dinarello, (2010) Le déclenchement de l'inflammation peut mobiliser
des facteurs synthétisés localement ou a I'échelle systémique. Lorsqu’un pathogeéne pénetre
dans l'organisme, les cellules présentes dans le tissu 1ésé ou infecté, telles que les cellules
immunitaires, reconnaissent les motifs moléculaires caractéristiques des pathogénes (PAMP)
via leurs récepteurs cellulaires PRR. En réponse a cette activation, ces cellules synthétisent et
sécretent de nombreux médiateurs de lI'inflammation. Ces médiateurs sont généralement divisés
en deux catégories principales : les médiateurs pro-inflammatoires et les médiateurs anti-

inflammatoires.
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Le tableau 2 : les principaux mediateurs de I’inflammation (Rinkin,2004 ; Henrotin et al.,

2001).
Médiateur de | Membres Origine Effet biologiques
P’inflammation
Amines vasoactives Histamine Mastocytes -Vasodilatation,
Basophiles -Activation  endothéliale et
Plaquettes douleur
Meédiateurs lipidiques Prostaglandine(PG) -Vasodilatation
-augmentation Perméabilité
Acide vasculaire.

Leucotréine

Arachidonique

—AUgMentent Ia SensibITite aux
stimuli douloureux
-Vasodilatation

-participent a la formation de
I’cedéme.

-possedent des propriétés

Chimiotactiques.

Dérivés  d’oxygéné et | NO Macrophages et -Induction d’effet cytotoxique et

d’azote Mastocytes relaxation des muscles .

Cytokines IL-1;IL-6 -Macrophages et -Activation endothéliale
Mastocytes et - élimination de I’agent

Neutrophiles

pathogéne
-probléemes métaboliques,

Hypotension .

1.3.4. Traitements préconisés :

On a développé divers médicaments pour traiter les maladies inflammatoires

chroniques. lls se divisent généralement en deux grands groupes les médicaments anti-
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inflammatoires stéroidiens (AIS) Et les médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS).

1.3.4.1. Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide (GC) qui sont des hormones stéroides produites
par la glandes surrénale et régulées par I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (Faure, 2009
; Ayroldi et al., 2012).Les glucocorticoides (GC) sont les agents anti- inflammatoires et immun
modulateurs les plus Couramment utilisés. Leur valeur thérapeutiqueest énorme dans un large
éventail de maladies Auto-immunes / inflammatoires, et ils sont largement utilisés pour traiter
les inflammations Aigués et chroniques, y compris la polyarthrite rhumatoide, la maladie
intestinale Inflammatoire, la sclérose en plaques, le psoriasis et I'eczéma, ainsi que dans le
traitement de Certaines leucémies et dans les régimesimmunosuppresseurs apres une greffe
d'organe.(Barnes et Adcock, 1998 ; Riccardi et al., 2000
; Rhen et Cidlowski, 2005)Les GCs inhibent plusieurs évenements initiaux d'une réponse
inflammatoire. De maniere aigué, les glucocorticoides inhibent la vasodilatation et
l'augmentation de la permeabilité vasculaire a la suite d'une agression inflammatoire et
diminuent I'émigration des leucocytes Vers les sites enflammés, effets qui nécessitent une
nouvelle synthése protéique (Perretti et Ahluwalia, 2000).

Le mode d’action des GCs est essentiellement génomique ; ils répriment la transcription
de nombreux génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires et les chimiokines, les
molécules d'adhésion cellulaire et les enzymes clés impliquées dans linitiation etle

maintien de la réponse inflammatoire héte (Coutinho et Chapman, 2011) .
1.3.4.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Actuellement, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont parmi 1’une des
classes thérapeutiques les plus couramment utilisés dans le monde, que ce soit dans le cadre de
la prescription médicale ou de celui de 1’automédication (Jouzeau et al., 2004). Les AINS sont
un large groupe d'inhibiteurs de la biosynthese des prostaglandines par la cycloxygénase
(COX), soit en modifiant de maniere covalente 1’enzyme, soit en rivalisant avecle substrat actif
(Carbone et al., 2013 ; Ambriz-Pérez et al., 2016). L’acide Arachidonique, quiest produit a
partir des phospholipides membranaires par la phospholipase A qui sert de substrat pour la
production des eicosanoides, leucotriénes, thromboxanes, prostacyclines et prostaglandines.

Dans la voie de synthése des prostaglandines, la production de ces derniers par
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les cyclooxygenases joue un réle essentiel.Malgré leurs structures chimiques différentes, tous
les inhibiteurs de la COX présentent des actions thérapeutiques similaires telles que I'activité
anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique. L’enzyme COX existe dans au moins deux
formes : une isoforme principalement constitutive (COX-1), produisant du thromboxane qui
favorise I’adhésion plaquettaire et la vasoconstriction et d’une importance particuliere pour la
protection gastro-intestinale (Douaouri, 2018) La COX-2 est une forme inductible dont
I’expression est renforcée par des cytokines, des facteurs de croissance et d’autres stimuli
ulcérogénes inflammatoires (Seibert et al., 1997 ; Hawkey, 2001 ; Kyrikou et al., 2004).La
plupart des AINS inhibent COX-1 et COX-2 avec peu de sélectivité. Cependant, I'inhibition de
ces actions est responsable de la majorité des effets indésirables des AINS, tels que l'irritation
de I'estomac, les ulceres gastro-intestinaux et toxicité rénale, qui sont principalement liés a
I’activité inhibitrice de la COX-1.
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Chapitre |1
Matériel et Méthodes



2.1. Matériels

2.1.1. Matériel biologique

La récolte des fruits du sylvestre utilisés au cours de notre expérimentation, est réalisée
a 295 m d’altitude sur des pieds mére adultes de la station de Tizi Rached située a 20 km du
chef-lieu de la wilaya, soit a 36°41°61.8°’N et 04°10°01.6°’E. Les fruits représentés par des
olives sont récoltés durant le mois de décembre de 1’année 2024 et servent de support a
I’extraction de 1’huile d’olive qui est réalisée selon le procédé semi automatique au niveau de

I’huilerie de Tizi-Ouzou.

2.1.2. Prélevements sanguins

Des prélévements de sang veineux sont effectués sur des volontaires sains, non fumeurs
et ne suivant aucun traitement médicamenteux. Les échantillons sont recueillis dans des tubes

héparinés et conserves a 4°C.

2.2.Méthodes

2.2.1. Extraction des composes phénoliques

Une extraction liquide-liquide est effectuée selon le protocole décrit par Ollivier et al.
(2004). Ainsi, 5 g d'huile sont dissous dans 5 ml de méthanol a 80 % et agités pendant 5 minutes.
Puis la solution est centrifugée a 3800 tours par minute pendant 15 minutes pour récupérer le
surnageant. Cette étape a été répetee trois fois. Les surnageants obtenus sont par la suite
combinés et soumis a un rincage a I'hexane et ce dans le but d’éliminer toute trace d'huile
résiduelle. Pour ce faire, le mélange est vortexé pendant 5 minutes, puis centrifugé a 3800 tours
par minute pendant 5 minutes. Enfin, la phase d'hexane est éliminée et la phase aqueuse est

récupérée et séchée a température ambiante et a I'obscurite.

2.2.2. Détermination du rendement en composés phénoliques

Le rendement d'extraction a été déterminé selon la formule suivante

masse du résidus sec
Rendement (%) = — _ x100
masse de | huile initiale
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2.2.3. Analyse quantitative

2.2.3.1. Détermination de la teneur en composés phénoliques

La teneur totale en polyphénols des extraits obtenus est déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu, décrite par Singleton et Rossi (1965). Elle est basée sur l'oxydation des
composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu. Cette réaction engendre un complexe
coloré bleu, dont l'intensité varie en fonction de la concentration de polyphénols présents dans
I'extrait.

Pour ce faire, 250 pl de I'extrait a 1mg/ml sont mélangés avec le réactif de Folin-
Ciocalteu dilué au 1/10, puis incubés pendant 4 minutes a l'obscurité. Ensuite, 1 ml de la
solution de carbonate de sodium (75 g/l) est ajouté et le mélange est incubé pendant 30 minutes
a I’obscurité. Apres incubation du milieu réactionnel, I'absorbance est mesurée & 760 nm. La
teneur en polyphénols est exprimée en équivalent acide gallique (EAG) par kilogramme d’huile
soit mg EAG/kg d'huile en se référant a la courbe d'étalonnage obtenue a partir des

concentrations croissantes d'acide gallique (10-100 pg/ml).

2.2.3.2. Détermination de la teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides est évaluée selon le protocole décrit par Chang et al. (2002)
basé sur la formation d'un complexe jaune par chélation des flavonoides avec du chlorure
d'aluminium.

500 pl de I’extrait sont mélangés a 1,5 ml de méthanol, 100 pl de chlorure d'aluminium
a 10%, 100 pl d'acétate de potassium 1M, et 2,8 ml d'eau distillée. Ce mélange a été incubé
pendant 30 minutes a l'obscurité, a température ambiante. L'absorbance du milieu réactionnel
est par la suite mesurée a 415 nm. La teneur en flavonoides est exprimée en équivalent
quercétine (EQ) par kilogramme d’huile, soit en mg EQ/kg d'huile, en se référant a une courbe
d'étalonnage établie a partir de concentrations croissantesd’une solution mére de 100 ug/ml de

quercétine.

2.2.4. Activité anti-hémolytique
2.2.4.1.Préparation de I'hématocrite

27



Du sang de donneurs volontaires en bonne santé est recueilli dans des tubes héparinés.
Apres centrifugation a 2000 tours par minute pendant 5 minutes a 4°C pour éliminer le sérum,
les globules rouges obtenus sont laves trois fois avec du PBS (pH= 7.4, 0,9% d’Na ClI).
2 ml du sang sont prélevés et ajustés & un volume total de 100 ml avec du PBS, donnant ainsi
la solution d’hématocrite a 2%.

2.2.4.2. Test de d’hémolyse

L'objectif du test d'hémolyse est d'évaluer I'effet protecteur de I'extrait en stabilisant la
membrane érythrocytaire. Une évaluation de 1'innocuité de I’extrait solubilis¢ dans DMSO est
effectué, suivie d'une comparaison avec l'innocuité du DMSO seul ce qui permet de mettre en
évidence l'effet protecteur de I'extrait. Le protocole suivi au cours de ce test est celui mis au
point par Iratni-Aiche et al. (2015).

Pour cela, 0,5 ml de I’hématocrite sont incubés avec 0.5 ml de I’extrait a différentes
concentrations (20, 40, 60, 80 et 100 mg/ml) a 37°C pendant 30 minutes sous agitation douce.
Suite a quoi le mélange est centrifugé a 2000 tours par minute pendant 5 minutes a 4°C et
I'absorbance du surnageant contenant I'hémoglobine est mesurée a 540 nm. La méme
manipulation est réalisée sur le DMSO pur. L'eau distillée est utilisée comme témoin positif
et le PBS comme témoin négatif. Le pourcentage d'hémolyse a été calculé selon la formule

suivante :

DO échantillon—DO témoin négatif

% d'hémolyse = X100

DO témoin positif—DO témoin négatif

2.2.5. Activité anti-inflammatoire

2.2.5.1. Evaluation de I'inhibition de la dénaturation thermique de I'albumine

L'évaluation de Il'inhibition de la dénaturation thermique de I'albumine suit la méthode
décrite par Karthik et al. (2013). Pour cela, 50 pl d'extrait a différentes concentrations (20, 40,
60, 80 et 100 mg/ml) solubilisé dans du DMSO sont mélangés a 5ml d’une solution d'albumine
a0,2%, préalablement préparée dans du PBS (pH=6,4, 0,9% NaCl). Le mélange réactionnel est

incubé a 72°C pendant 5 minutes. Aprés refroidissement, une lecture de l'absorbance est

28



effectuée a 660 nm. Le méme protocole est appliqué a l'aspirine, anti-inflammatoire de
référence) a différentes concentrations (0,3 ;0,6 ;0,9;1,2;15;18;2,1; 2,7 et 3 mg/ml)

diluée dans du PBS. Le pourcentage de protection est calculé par la formule suivante :

_ DO controle — DO échantillon
% de protection = x 100
DO controle

Avec:
DO contrdle représente I'absorbance du contréle, ou I'extrait est remplacé par du PBS.

DO échantillon represente I'absorbance de I'échantillon, ou I'extrait est présent.
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Chapitre 111
Reésultats et discussion



3.1.Rendement d’extraction des composés phénoliques

Le rendement d'extraction des composés phénoliques est calculé apres une extraction
liquide-liquide au méthanol et a I'hexane de 1’huile de 1’Olea sylvestris.

Ainsi, un rendement de 0,13 % est obtenu a partir de ’extrait de l'huile, il est en accord
avec les données de la littérature, qui indiquent que les composés mineurs de 1’huile d’olive,
tels que les polyphénols et les tocophérols, ne représentent généralement pas plus de 2 % de sa

composition totale (Jimenez-Lopez et al., 2020).
3.2.Analyse quantitative
3.2.1. Teneur en polyphénols

La teneur en polyphénols totaux de I'extrait est déterminée en équivalent acide gallique
(EAG) en mg/kg d'huile, et ce, en se référant a la courbe d'étalonnage établie avec de l'acide
gallique comme produit de référence. Cette courbe, représentée par I'équation Y =0,01118X +

0,0571 (Fig. 8), et un coefficient de corrélation de 0,99, a permis de calculer une teneur en

polyphénols totaux de 18.8 mg EAG/kg d'huile.

1,2]

Absorbance {760 nm.)
] ] ]
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Concenmrations (pgml)

Figure 8 : Courbe étalon de 1’acide gallique.

La teneur en composés phénoliques de I'extrait est proche de celle rapportée par

Bengana (2017) pour I’huile d’olive vierge extraite de la variété Chemlal de la région de Tizi
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Rached, qui est de 15 mg/kg. Cependant, elle est inférieure a celle obtenue a patir de I'huile
d'olive de Bouira, qui présentait une concentration de 22,5 + 0,321 mg EAG/kg (Bouchenak et
al.,2018).

Bouarroudj et al. (2016), dont les travaux portent sur des populations d'oléastre en
Algérie, déterminent des valeurs sont comprises entre 150 et 202 mg EAG par kg d'huile. Quant
aux travaux de Hannachi et al. (2013), ils ont déterminé une variabilité importante, avec des
teneurs allant de 59,6 a 268,32 mg/kg d’huile pour 12 echantillons d’huile d'oléastre en Tunisie.
La variabilité des teneurs en composés phénoliques peut étre attribuée a divers facteurs. Selon
Al-Bachir (2017), I'année de production peut influencer la composition phénolique de I'huile
d'olive. Les variations observées peuvent également étre dues au cultivar, au climat et aux
pratiques agricoles, comme le mentionne Boulfane et al. (2015). En effet, les oliveraies situées
en altitude sont plus riches en phénols que celles des plaines (Boulfane et al.,2015).

Par ailleurs, El Qarnifa et al. (2019) soulignent I'impact du stade de maturité des olives
avant trituration, avec une récolte précoce favorisant des niveaux plus élevés de phénols. Ils ont
également montré que la saison de récolte et les conditions météorologiques, notamment la
quantité et la distribution des précipitations influencent la teneur en phénols des huiles d'olive.
La variabilité des teneurs en composés phénoliques est influencée par les différents modes
d'extraction de I'huile, tels que la malaxation et la température, comme le souligne (Espinola et
al., 2021). Ollivier et al. (2004), précisent que le procédé d'extraction utilisé pour séparer la
phase huileuse de la phase aqueuse ainsi que les conditions de conservation de I'huile ont un
impact sur la teneur en composés phénoliques des huiles d'olive.

La présence des feuilles lors du broyage des olives peut augmenter la concentration en

composés phénoliques dans les huiles d'olive (Boulfane et al., 2015)

3.2.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides de I'extrait est déterminée selon le protocole de Chang et al.
(2002), qui repose sur la formation d'un complexe jaune par chélation des flavonoides avec du
chlorure daluminium. Cette teneur est exprimée en équivalents de quercétine (EQ) par
kilogramme d’huile. La valeur obtenue est de 27 mg EQ/kg, déterminée a partir de 1’équation
de régression (Y=0,0065x + 0,0441 ; R2=0,9937) de la courbe d'étalon de la quercétine (Fig.9).
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Figure 9 : Courbe étalon de la quercétine.

Nous constatons que la teneur en flavonoides de l'extrait de I’huile du sylvestre est
similaire a celle des variétés algériennes étudiées par Laincer et al. (2014) dont les teneurs
varient entre 10 et 44 mg/kg. Elle est également proche de la teneur enregistrée par Rodrigues
et al. (2020) pour I’oléastre de la région de Vila Nova de Foz Cda au Portugal, qui est de 25,5
mg/kg. Cependant, la teneur totale en flavonoides calculée pour notre extrait, est supérieure a
celle rapportée par Bouarroudj et al. (2016) qui lors de leur étude portant sur quatre populations
d'oléastres algériens originaires de Béjaia (Tifra, Adekar, Sidi-Aich et Tazmalt), ont enregistré
une teneur en flavonoides variant de 1,3 & 17 mg/kg.

Selon Lapornik et al. (2005), la teneur en flavonoides totaux est corréléeavec leur capacité
a se dissoudre dans des solvants, une proprieté qui varie en fonction de la structure des liaisons
glucidiques. De plus, le choix du composé de référence ou standard qui nous perme d’établir
la courbe de référence, peut influencer les résultats (Ghedadba et al., 2015). Vicario et al. (2023)
ont également souligné que la teneur en flavonoides était corrélée positivement avec l'indice de

maturation des olives.

4. Activité anti-hémolytique

L’évaluation de I’activité anti-hémolytique de 1’extrait d’huile de Olea sylvestris nous
permet de comprendre son potentiel effet protecteur sur les membranes cellulaires et

éventuellement son effet anti-inflammatoire. Dans cette étude, I'extrait obtenu a partir de I’huile
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d’olive est solubilisé dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a des concentrations variant de 20 a
100 mg/ml puis incubés en présence des érythrocytes. Les taux d’hémolyse obtenus sont
calculés en référence a un témoin positif et a un témoin négatif. Une diminution du taux
d'hémolyse indique I'effet protecteur de I'extrait. Les résultats sont comparés a ceux obtenus
avec le DMSO seul. Les résultats sont regroupés dans I’histogramme représenté par la figure
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Figure 10 : Histogramme des pourcentages d’hémolyse des différentes

concentrations de 1’extrait et du DMSO

Nos résultats montrent que I'extrait de I'huile de l'oléastre présente un effet protecteur
sur les membranes érythrocytaires, ce qui se traduit par une diminution marquée de I'hémolyse.
Lors de l'utilisation du DMSO seul, le pourcentage d'hémolyse correspond a 35,13 %.
Cependant, en présence de I'extrait de I'huile de l'oléastre, ce pourcentage diminue de maniére
marquee pour atteindre une valeur de 0,16 % d’hémolyse a la concentration de 100 mg/ml.

Ces résultats suggerent que l'extrait stabilise efficacement les membranes
érythrocytaires contre 1’hémolyse induite par le DMSO. Ces résultats peuvent étre attribués aux
propriétés antioxydantes et stabilisatrices des membranes de ces extraits. Selon 1’étude menée
par Qamar et al. (2021), les extraits végétaux induisent une action protectrice sur la membrane
en modifiant la concentration intracellulaire de calcium dans les érythrocytes.

Pour Ydyrys et al. (2023) les extraits de plantes, expriment des propriétés anti-
hémolytiques grace a leurs composants bioactifs tels que les flavonoides qui se distinguent par

leur capacité a interagir avec les membranes cellulaires.
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L'inhibition de la lyse des membranes des globules rouges est un indicateur d'activité anti-
inflammatoire. Cette capacité a stabiliser les membranes suggere une action similaire sur les
membranes lysosomales, cruciales dans la régulation des réponses inflammatoires en
empéchant la libération de composeés inflammatoires par les leucocytes activés (Okeke et al.,
2020).

5. Evaluation de la protection contre la dénaturation thermique de I’albumine

La dénaturation des protéines est un processus complexe qui peut déclencher des réponses
inflammatoires dans des conditions telles que I'arthrite rhumatoide, le cancer et le diabéte. En
empéchant cette dénaturation, nous pouvons potentiellement réduire I'inflammation associée a
ces maladies (Dharmadeva et al., 2018). Ainsi, 1’évaluation de l'activité anti-inflammatoire de
notre extrait est réalisée en utilisant la méthode d'inhibition de la dénaturation thermique des
protéines, telle que décrite par (Karthik et al., 2013). Cette approche permet de mesurer la
capacité de I’extrait de I’huile de 1’oléastre a prévenir la dénaturation thermique des protéines ;
processus associé a l'inflammation.

Les résultats obtenus au cours de notre expérimentation montrent que le pourcentage de
protection de I’extrait varie de 3 & 54% avec une concentration maximale de 100 mg/ml (Fig
11 A). L’aspirine, agent anti-inflammatoire bien établi, est utilisée comme produit de référence

a des concentrations allant de 0.3 a 1.8 mg/ml (Fig 11B).

Figure 11 : Pourcentages de protection de 1’extrait d’huile d’olive (A) et

de I’aspirine (B) vis-a-vis de la dénaturation thermique de 1’albumine.
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La valeur de I'lC50 de I'aspirine correspond a 716 pg/ml, tandis que celle de I'extrait qui
est nettement plus éleve, et correspond a 92 310 pg/ml. Cette différence met en serte en
évidence une activité anti-inflammatoire avérée de l'extrait d’huile mais qui est cependant
moins prononcée par rapport a l'aspirine qui représente une molécule anti-inflammatoire pure,
alors gque notre extrait correspond a un mélange de biomolécules régit par des effets synergiques
ou au contraire antagonistes. L'IC50 de I'extrait d'huile est plus élevée que celle de I'extrait
méthanolique des fruits de Rosa canina L évaluee a 9,68 pg/ml par Fetni et Bertella, (2020)
ainsi que par rapport a I'extrait méthanolique d'Ocimum gratissimum (278,3 + 5,678 pg/ml) et
I'extrait acétonique de Senna occidentalis (275,9 + 10,09 pg/ml) obtenues par Akinyemi et al.
(2021).

Selon Akinyemi et al. (2021), la dénaturation des protéines dalbumine conduit a la
formation d'antigenes qui déclenchent une réaction d'hypersensibilité de type Ill, conduisant
ainsi a l'inflammation. Par conséquent, I'inhibition du processus de dénaturation par I’extrait
indique ses propriétés anti-inflammatoires.

De nombreuses études ont montré que la propriété anti-dénaturation des protéines est
due a la présence de sites de liaison spécifiques, en particulier dans les régions riches en tyrosine
aromatique et aliphatique et les régions de résidu lysine des protéines. Ces sites peuvent étre
ciblés par des molécules médicamenteuses anti-inflammatoires qui ont la capacité d’influencer
les récepteurs protéiques riches en tyrosine et en thréonine, modulant ainsi les voies de
signalisation.

En outre, certains composés phénoliques, tels que les polyphénols, les terpénoides et les
tanins, interagissent principalement avec les régions aliphatiques entourant les résidus de lysine
des protéines. Ces interactions sont connues pour leur capacité antioxydante et anti-
inflammatoire significative (Fetni et Bertella, 2020). Abdallah et al. (2017) ont démontré le
potentiel anti-inflammatoire de la fraction phénolique de I'huile d'olive obtenue a partir de
cultivars mineurs tunisiens (Chemchali, Fouji et Zarrazi), en inhibant la libération et
I'expression de marqueurs inflammatoires tels que les enzymes NO, iNOS et COX-2 (Abdallah
et al., 2018).
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Conclusion



Cette étude s'inscrit dans la valorisation du potentiel thérapeutique anti-inflammatoire
d’une sous-espéce sauvage de I’olivier : Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) du nord
de I'Algeérie. L'extrait phénolique de I'huile d'olive de cette sous-espéce est caractérisé pour
évaluer ses activités anti-hémolytique et anti-inflammatoire, révélant des propriétés bénéfiques
pour la santé.

L’analyse quantitative de l'extrait a démontré des teneurs significatives en polyphénols
totaux et en flavonoides, comparables a celles dautres variétés d'oliviers.

Notamment, l'extrait s'est révélé efficace dans la protection des membranes
érythrocytaires contre I'hémolyse, suggérant une action similaire sur d'autres types de
membranes biologiques, telles que celles des cellules inflammatoires.

De plus, son activité anti-inflammatoire a été mise en évidence par son potentiel a
inhiber la dénaturation thermique des protéines, soulignant ainsi sa capacité a prévenir les
processus inflammatoires cellulaires.

Ces résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour 1’utilisation de cet extrait dans
des applications médicales et pharmaceutiques, contribuant ainsi a I'exploitation durable et a la

conservation des ressources naturelles.

Pour enrichir cette étude, il serait pertinent d’effectuer une caractérisation approfondie
des composés actifs présents dans l'extrait, en utilisant des techniques chromatographiques
avancées ce qui permettra de renforcer les résultats obtenus par les méthodes

spectrophotométriques.

Des études sur culture cellulaire pourraient également étre réalisées afin d'approfondir
la compréhension des mécanismes d'action de l'extrait, notamment son potentiel anti-

inflammatoire, en utilisant des modeles cellulaires pertinents.

Enfin, il serait judicieux d'explorer une approche in silico pour simuler les interactions
moléculaires de l'extrait avec les cibles cellulaires impliquées dans l'inflammation, afin de

fournir des perspectives complémentaires sur ses effets pharmacologiques.
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