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Résumé

Juniperus oxycedrus, reconnue pour son importance dans la pharmacopée traditionnelle
algérienne, a fait I'objet d'une étude approfondie visant a explorer ses capacités antioxydantes
et anti-inflammatoires, ainsi que ses effets anti-acétylcholinestérase, anti-tyrosinase, anti-o-
amylase, anti-uréase et photoprotecteurs. Les extraits étudiés incluent I’huile de cade,
traditionnellement extraite du bois et des branches de J. oxycedrus, et des fractions d'acétate
d'éthyle (AEJO) et de n-butanol (NBJO) issues des feuilles. Ces extraits ont été analysés pour
leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, a la fois in vitro et in vivo. 1l a été
découvert que 'huile de cade, ainsi que les fractions EAJO et NBJO, sont riches en composés
phénoliques et flavonoides, affichant des capacités antioxydantes notables a travers divers tests.
Le profil chimique des fractions d'acétate d'éthyle et de n-butanol, caractérisé¢ par UPLC-ESI-
MS/MS, a révélé la présence de douze composés, dont des flavonoides marquants tels que la
rutine et la chrysine. Ces fractions, y compris l'huile de cade, ont montré une inhibition
enzymatique plus ou moins importantes contre I’acétylcholinestérase, l'alpha-amylase, la
tyrosinase et l'uréase, suggérant des applications potentielles pour le traitement de maladies
telles que la maladie d'Alzheimer, le diabéte, I'hyperpigmentation, les troubles dermatologiques
et certaines infections bactériennes. Cette démarche vise non seulement a confirmer les
applications traditionnelles de cette plante mais également a découvrir de potentielles nouvelles
utilisations thérapeutiques basées sur ses propriétés bioactives. Dans le méme contexte et
compte tenu de leur potentiel antioxydant significatif obtenu lors des recherches in vitro,
montrant de fortes capacités d'élimination des radicaux libres avec des valeurs ICso allant de
21,92 a 24,44 pg/mL, et des pouvoirs réducteurs allant de 11,51 a 30,40 pg/mL, I'huile de cade
a été évaluée plus en détail dans d'un modéle expérimental d’asthme allergique. Pour ce fait,
quatre groupes de rats Wistar sont utilisés : un groupe témoin, un groupe sensibilisé¢ a
I'ovalbumine (OVA), un groupe traité a I'huile de cade (HC), et un dernier groupe sensibilisé a
'ovalbumine et traité a I'huile de cade (OVA+HC). Les propriétés biologiques ont été évaluées
en mesurant les marqueurs de stress oxydatif tels que le malondialdéhyde (MDA), le glutathion
réduit (GSH), la glutathion peroxydase (GPx), la catalase (CAT), ainsi que les enzymes
hépatiques ASAT, ALAT, PAL et les niveaux d'albumine dans divers compartiments incluant le
foie, les poumons, le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) et le sang. Les résultats ont
démontré I'efficacité de I'huile de cade a réduire significativement les marqueurs de stress
oxydatif et a diminuer l'infiltration des cellules inflammatoires dans les poumons, notamment
en réduisant le recrutement des éosinophiles et des lymphocytes, acteurs clés de I'inflammation
allergique associée a l'asthme. L'huile de cade a également contribué a abaisser les niveaux de
peroxydation lipidique et a améliorer les niveaux d'enzymes hépatiques. Globalement, ces
découvertes, validées par I'analyse microscopique de coupes histologiques des poumons, ont
mis en lumiere les puissantes propriétés anti-inflammatoires et anti asthmatiques de I'huile de
cade. En conclusion, cette étude souligne le fort potentiel thérapeutique de Juniperus oxycedrus,
et plus particuliérement de l'huile de cade, dans l'atténuation de l'inflammation et du stress
oxydatif. Les propriétés antioxydantes, l'inhibition des enzymes et les effets anti-
inflammatoires observés confirment son usage traditionnel et ouvrent la possibilité a des
applications plus vastes. Ces résultats soutiennent l'utilisation de l'huile de cade et de ses
fractions dans le traitement des affections inflammatoires, tout en mettant en lumiére leur
potentiel dans les industries pharmaceutique, cosmétique et alimentaire.

Mots clés : Juniperus oxycedrus L., Huile de cade, Acétate d’éthyle, n-butanol, antioxydants,
anti-enzymatiques, asthme expérimental, stress oxydatif.



Abstract

This study explored the potential health benefits of Juniperus oxycedrus, a plant recognized for
its significance in traditional Algerian pharmacopeia. The investigation focused on the Cade
oil, which is traditionally extracted from the wood and branches of J. oxycedrus, as well as the
ethyl acetate (EAJO) and n-butanol (NBJO) fractions from the leaves. These components were
examined for their antioxidant and anti-inflammatory properties, in vitro and in vivo. The Cade
oil, EAJO and NBJO fractions were found to be rich in phenolics and flavonoids, demonstarting
significant antioxidant capacities across several assays. Chemical profiling of the ethyl acetate
and butanol fractions via UPLC-ESI-MS/MS identified twelve compounds, including
prominent flavonoids such as rutin and chrysin. These fractions, along with Cade oil, exhibited
a varying potent enzymes inhibition property against acetylcholinesterase, alpha-amylase,
tyrosinase, and urease, suggesting potential applications in managing Alzheimer's disease,
diabetes, hyperpigmentation, dermatological disorders, and certain bacterial infections. This
comprehensive study not only confirms the traditional uses of J. oxycedrus but also unveils
potential new therapeutic applications based on its bioactive properties. In the same context and
considering their significant antioxidant potential data obtained in vitro research showing strong
radical scavenging abilities with ICso values ranging from 21.92 to 24.44 pg/mL, and reducing
power activities ranging from 11.51 to 30.40 pg/mL, the cade oil was further evaluated in a rat
model of allergic asthma. Cade oil was administered to four groups of Wistar rats: a negative
control group, an ovalbumin-sensitized/challenged group, a Cade oil-treated group, and an
ovalbumin-sensitized/challenged Cade oil-treated group. the biological properties were
assessed by measuring oxidative stress markers such as malondialdehyde (MDA), reduced
glutathione (GSH), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), as well as hepatic enzyme
activities (ASAT, ALAT, and PAL) and albumin levels across various compartments including
the liver, lungs bronchoalveolar lavage fluid (LBA) and blood. The results demonstrated Cade
oil’s effectiveness in significantly reducing oxidative stress markers in the lungs and
erythrocytes. It also markedly decreased inflammatory cell infiltration in the lungs, particularly
reducing the recruitment of eosinophils and lymphocytes, key players in the allergic
inflammation associated with asthma. Moreover, Cade oil was effective in lowering lipid
peroxidation and enhancing hepatic enzyme levels. Overall, these findings, supported by
microscopic analysis of histological lung sections, underscored the strong anti-inflammatory
and anti-asthmatic properties of Cade oil. In conclusion, this study confirms the significant
therapeutic potential of Juniperus oxycedrus, particularly Cade oil, in managing inflammation
and oxidative stress. The demonstrated antioxidant, enzyme inhibition, and anti-inflammatory
effects validate its traditional use and suggest potential broader applications. The findings
support the use of Cade oil and its fractions in treating inflammatory conditions and highlight
their promising use in the pharmaceutical, cosmetic, and food industries.

Keywords: Juniperus oxycedrus L., Cade oil, Acétate d’éthyle, n-butanol, antioxidants, anti-
enzymatic, experimental asthma, oxidative stress.
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Liste des abréviations

ACh :

AChE

AGEs

Acétylcholine

: Acétylcholinestérase.

: Produits de glycation avancée

APP : Protéine précurseur de I'amyloide 3

AP :
BChE
BSA :

COX:

DOPA :

EAJO :

FceR :

FPS :

GR:

GSSG :

HBR :

HC:

HOCI :

IFN-y :

IgE :
IKI :

JO:

LD50 :

LDL:

Amyloide béta
: Butyrylcholinestérase

Albumine sérique bovine
Cyclooxygénase

3,4-Dihydroxyphénylalanine

Fraction d'acétate éthyle dérivée de Juniperus oxycedrus
Récepteurs pour la région Fc des immunoglobulines E
Facteur de protection solaire
Glutathion réductase

Glutathion disulfure

Hyper-réactivité

Huile de cade

Acide hypochloreux.

Interféron gamma

Immunoglobulines E

lode/potassium iodure

Juniperus oxycedrus

Dose 1étale, 50%

Lipoprotéine de basse densité

L-DOPA : 3,4-dihydroxyphénylalanine

Vi



LPO: Peroxydation lipidique

MA : Maladie d'Alzheimer

mAChRs : Récepteurs muscariniques

MDA : Malondialdéhyde

MPO : My¢éloperoxydase

nAChRs : Récepteurs nicotiniques

NBJO : Fraction n-butanol dérivée de Juniperus oxycedrus
NF-kB :  Facteur nucléaire kappa B

NFTs : Enchevétrements neurofibrillaires
NMDA : Récepteurs N-méthyl-D-aspartate
NSAIDs : Anti-inflammatoires non stéroidiens

PGE2 : Prostaglandine E2

PNB : Polynucléaires basophiles

PNEo : Polynucléaires éosinophiles

RT : Temps de rétention

sAPPa :  Protéines précurseurs amyloides solubles alpha
SAPP : Protéines précurseurs amyloides solubles Beta
SOD : Superoxyde dismutase

SPF : Sun protection factor

TBARS : Thiobarbituric Acid Reactive Substances (Substances Réactives
Thiobarbiturique)

TiO2 : Dioxyde de titane

TNF : Facteur de nécrose tumorale

XO: Xanthine oxydase

a 1'Acide

Vil
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Introduction



Introduction

Depuis I'Antiquité, les plantes constituent une source principale de médicaments, exploitant la
richesse de leur métabolisme secondaire, une caractéristique unique du régne végétal. Parmi les
milliers de molécules issues de ce processus, 'Homme a sélectionné celles qui sont utiles pour
combattre divers pathogénes tels que les champignons, les bactéries et les virus (Farnsworth,

1990).

A Taube du 21°™ siécle, malgré les avancées significatives dans le domaine médical, de
nombreuses pathologies mortelles sont encore dépourvues de traitements efficaces et
appropriés. Cette situation souligne l'urgence de découvrir des molécules innovantes, qui sont

a la fois plus efficaces, économiquement viables et avec moins d'effets secondaires.

La découverte et l'utilisation de substances actives d'origine végétale représente un pilier
fondamental au développement de la pharmacopée moderne. L'aspirine, extraite de 1'écorce du
Spiraea ulmaria est un exemple marquant. D'autres découvertes, comme la quinine de
Cinchona officinalis pour le paludisme et la morphine de Papaver somniferum, ont marqué

I'histoire de la médecine (Swain, 1968).

Le paclitaxel, dérivé du Taxus brevifolia, souligne aussi l'importance des substances végétales
en chimiothérapie (Newman et Cragg 2007). Ces extraits ont transformé la médecine, offrant
des traitements pour de nombreuses maladies, y compris le diabéte et la maladie d'Alzheimer
(Silveira et al.,, 2018), les maladies auto-immunes (Khan et al., 2019) et les troubles

respiratoires (Prasher et al., 2020).

Le monde des sciences biologiques et médicales a récemment été marqué par I'émergence du
concept du 'stress oxydant', lié principalement aux espéces réactives oxygénées (ERO). Ce
phénomene est caractérisé par un déséquilibre entre la production de radicaux libres, qui sont
des sous-produits du métabolisme cellulaire et la capacité du corps a les neutraliser (Pizzino et
al., 2017). En exces, ces radicaux libres peuvent endommager les cellules et les tissus, affectant
les lipides, les protéines et I'ADN (Halliwell et al., 1999). De nombreuses preuves indiquent
que le stress oxydatif joue un rdle significatif, a différents degrés, dans l'apparition et la
progression de diverses maladies, notamment le cancer, le diabéte, la maladie d’ Alzheimer, les
rhumatismes, les maladies cardiovasculaires et les affections respiratoires (Halliwell et al.,

2012).



Face a ces défis, l'intérét pour les antioxydants naturels et leurs propriétés thérapeutiques a
augmenté de maniére significative ces dernieres décennies. Ces antioxydants, peuvent réduire
ou neutraliser les dommages causés par les radicaux libres dans I'organisme (Yanishlieva et al.,
2006; Lourenco et al., 2019). Poussant des recherches intensives pour extraire, identifier et

quantifier ces composés a partir de plantes médicinales.

Dans ce contexte, les composés phénoliques, issus des végétaux et appartenant a la classe des
métabolites secondaires, se distinguent par un large éventail de propriétés pharmacologiques,
incluant des effets anti-allergiques, anti-inflammatoires, anticancérigénes, antidiabétiques,

neuroprotecteurs et cardioprotecteurs (Pizzino et al., 2017; Liu et al., 2018).

En Afrique, et plus particuliecrement en Algérie, l'usage des plantes médicinales est
profondément ancré dans les traditions et la culture. Cette pratique, caractéristique de la
phytothérapie locale, est largement répandue parmi la population algérienne, témoignant de
I'importance culturelle et du savoir empirique transmis de génération en génération (Baba
Aissa, 1991). Cette pratique tire sa richesse d'une flore exceptionnellement diverse, bénéficiant
de la géographie unique et des variations climatiques du pays, allant des zones subhumides
méditerranéennes aux régions arides et semi-arides du Sud (Quezel et Santa 1962 ; Hanifi,
1991). Les plantes médicinales, notamment les espéces aromatiques, sont intégrées dans des
recettes de tisanes ancestrales, reflétant leur importance culturelle, leur abondance locale et leur

accessibilité (Benarba et al., 2016).

Toutefois, malgré une reconnaissance botanique ¢établie, de nombreuses propriétés
pharmacologiques et phytochimiques de cette flore demeurent inexplorées, constituant un défi

scientifique et industriel majeur pour la valorisation de la biodiversit¢ médicinale algérienne.

Au sein de cette riche diversité, notre recherche s'est principalement concentrée sur une plante
médicinale particuliere, Juniperus oxycedrus L., également connue sous le nom de genévrier
de cade ou oxycedre, dont le nom vernaculaire en Algérie est "Tagga" (Chaouche et al., 2013).
Cette espece, qui fait partie de la famille des Cupressaceae, est l'une des quelques 75 especes
du genre Juniperus, réparties a travers 'hémisphére Nord et plusieurs pays du Proche-Orient, y
compris 1'Algérie, le Maroc, la Tunisie et la Turquie. La flore algérienne se distingue par la
présence de cinqg especes distinctes de Juniperus (Quezel & Santa en 1962). Spécifiquement,
le Juniperus oxycedrus, se développe a I'état sauvage sur les terrains semi-arides, constituant
ainsi un sujet d'étude privilégié en raison de son potentiel thérapeutique et de sa place

importante dans la biodiversité locale (Dob et al., 2006 ; Chaouche et al., 2013).



Juniperus oxycedrus est valorisé pour ses nombreuses vertus biologiques, y compris ses
propriétés antioxydantes (Chaouche et al., 2015; Meringolo et al., 2022), antivirales (Loizzo
et al., 2008), anti-inflammatoires et antinociceptives (Kiipeli, 2009), antidiabétiques (Orhan
et al., 2012), anticancéreuses (EIl-Abid et al., 2019), neuroprotectrices (Tavares et al., 2012),
anti-prolifératives (Saab et al., 2014; Meringolo et al., 2022), antibactériennes (El Hajjouji

et al., 2019) et antimicrobiennes (Karaman et al., 2003; Taviano et al., 2013).

Par ailleurs, I'huile de cade, obtenue par distillation destructive du bois et des branches de
Juniperus oxycedrus, est riche en sesquiterpenes et reconnue pour ses multiples vertus,
notamment ses propriétés insectifuges, antiparasitaires, antifongiques, antibactériennes et
antiseptiques (Ninich et al., 2022). Depuis des siecles, cette huile est traditionnellement
employée pour le traitement de divers troubles dermatologiques chez 'Homme et l'animal
(Ninich et al., 2022). En Turquie, I'huile de cade est largement utilisée dans la médecine
traditionnelle pour soigner une variété de maladies, incluant l'asthme, le rhumatisme, les
infestations parasitaires, la lithiase biliaire, les symptomes du rhume et de la toux, ainsi que la

fistule anale (Cakir et al., 2017).

Notre recherche vise a apporter une validation scientifique aux vertus traditionnellement
attribuées a I'huile de cade, en s'alignant au plus prés de ses utilisations ancestrales. Nous nous
sommes concentrés sur l'analyse de ses effets préventifs et thérapeutiques sur I'inflammation
des voies respiratoires, en utilisant un mode¢le d'asthme allergique chez des rats Wistar. Cette
démarche a permis d'explorer en profondeur les propriétés thérapeutiques de 1'huile de cade,

notamment ses actions anti-inflammatoires et antioxydantes.

Parall¢lement, notre recherche s'est étendue a une vérification des résultats obtenus par le biais
de diverses analyses in vitro, visant a approfondir notre analyse des diverses activités
biologiques de l'huile de cade. Ces études in vitro ont non-seulement validé les effets
antioxydants et anti-inflammatoires de l'huile, mais nous ont également permis d'explorer
d'autres propriétés biologiques. De plus, nous avons exploité les activités biologiques des deux

différents extraits du Juniperus oxycedrus (Acétate d’éthyle et n-butanol).

Cette démarche globale a significativement enrichi notre compréhension de ses bénéfices
thérapeutiques, offrant une validation supplémentaire de ses utilisations traditionnelles et

¢largissant notre compréhension de son potentiel thérapeutique.

» La premicre partie de notre étude, consacrée a l'aspect théorique, visae a approfondir les

sujets suivants :



e La plante étudiée Juniperus oxycedrus et I'huile de cade, en couvrant des domaines tels
que la botanique, la composition chimique et les propriétés biologiques associ¢es dans
la littérature.

e Le role du stress oxydatif dans le développement et la progression de conditions
pathologiques spécifiques, telles que 1'Asthme Allergique, la maladie d'Alzheimer,
I'Hyperpigmentation et le Diabéte mellitus, afin de comprendre comment l'huile de cade
et les différents extraits du Juniperus oxycedrus pourraient intervenir thérapeutiquement
dans ces contextes.

» Poursuivant notre exploration scientifique, la section expérimentale de notre recherche se

scinde en deux sections complémentaires :
Les expérimentations in vitro, ou notre travail focalisera sur plusieurs objectifs clés :

e La caractérisation de la composition chimique des fractions d'acétate d'éthyle et de n-
butanol via I'analyse par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide

(LC-ESI-MS).

e La quantification des composés phénoliques totaux et des flavonoides présents dans les

fractions et I'huile de cade.

e L'évaluation de l'activité¢ antioxydante grace a plusieurs méthodes telles que les tests
DPPH, ABTS, test du pouvoir réducteur, CUPRAK, Phenanthroline, GOR, SNP,

appliquées tant aux fractions qu'a l'huile de cade.

e [L’évaluation de leffet anti-inflammatoire par la méthode de I’inhibition de la

dénaturation du BSA pour les fractions et I'huile de cade.

e L'évaluation des effets inhibiteurs sur plusieurs enzymes clés : la cholinestérase, I'o-

amylase, l'uréase et la tyrosinase.

e L'évaluation de l'activité photoprotectrice, mesurée par le facteur de protection solaire

(FPS).

Les expérimentations in vivo, ou nous évaluerons l'impact thérapeutique de 1'huile de cade sur
un modele biologique de rat Wistar soumis a un protocole d'asthme allergique induit par

l'ovalbumine. Cette étude inclura :

e Les variations des paramétres hématologiques a travers le FNS (Formule Numération

Sanguine).



Les variations de poids, tant absolues que relatives, des rats et de leurs organes

spécifiques (foie, poumons).
La mesure de certains parameétres biochimiques, tels que ASAT, ALAT et PAL.

Les niveaux de MDA, GSH, GPx et CAT, indicateurs du stress oxydatif et de la réponse

antioxydante.

L'analyse histologique des tissus pulmonaires, pour évaluer l'impact de I'huile de cade

sur I'inflammation et la structure des poumons.
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Chapitre 1 : Description, Composition et Activité Biologique du

Juniperus oxycedrus et de ’Huile de Cade

1. Présentation des Genévriers d’Algérie

1.1. Etymologie

Le genévrier, connu scientifiquement sous le nom de "Juniperus", posséde une étymologie
singuliére. Le terme "juniperus" trouve ses origines dans le latin, combinant "junior", qui
signifie "jeune", avec "parere", qui veut dire " apparaitre ". Cette étymologie pourrait refléter
l'observation que le genévrier présente simultanément des fruits de deux générations
différentes, avec de jeunes pousses et des baies mires coexistant avant la chute de ces derniéres

(Teuscher et al., 2005).

1.2. Famille des Cupressaceae

Les Cupressacées, famille des cyprés (ordre des Pinales), également désignées sous le terme
cupressinées, représentent une famille botanique de plantes gymnospermes ayant leurs origines
a I'époque du Jurassique (Mazzari, 2008). Cette famille se caractérise par une morphologie
foliaire spécifique, oscillant entre des feuilles squamiformes et des alénes. Leur classification
historique a souvent reposé sur l'orientation de ces feuilles, établie soit en formations opposées
pour les Cupressacées traditionnelles, soit alternativement pour les Taxodiacées (chaouche,
2014). Sur le plan taxonomique, la famille des Cupressacées présente une vaste diversité,
englobant 135 especes réparties sur 29 genres. Juniperus étant 1’'un des genres les plus

prédominants avec pres de 70 especes distinctes (Fig. 01).

Figure 1: Diverses especes de Cupressacées : Juniperus oxycedrus, Juniperus thurifera et
Juniperus phoenicea (par Pons & Gauthier, 2023) ainsi que (Le Driant, 2009, 2019)



2. Généralités sur le genévrier oxycedre Juniperus oxycedrus

2.1. Position systématique

La taxonomie du Juniperus oxycedrus L. selon Quezel et Santa (1962) :
Régne : Plantae

Classe : Coniferes

Ordre : Coniferales

Famille : Cupressacées

Genre : Juniperus

Espece : Juniperus oxycedrus L.

2.2 Description botanique

Le genévrier oxycedre, scientifiquement désigné sous Juniperus oxycedrus L., est un arbrisseau
ou arbuste pouvant atteindre entre 1 et 14 métres de hauteur. Typiquement, il se caractérise par
son feuillage persistant constitué d’aiguilles pointues, dont la face supérieure est ornée de deux
bandes blanchatres séparées par une nervure médiane verte (Chaouche et al., 2013). Ces

feuilles, généralement regroupées par trois, conférent a I'arbre un aspect particulier (Fig. 02).

Les fruits de cette espece sont distinctifs, prenant une couleur rouge luisante a maturité et
mesurant entre 8 et 10 millimétres (Fig. 02). Il est a noter que ces cones femelles, semblables a

des baies, arrivent a maturité au bout d'environ deux ans (Becker et al., 1982).

L’importance du genévrier oxycedre dépasse sa simple présence dans la nature. Son bois,
homogene a grain fin, est prisé¢ en €bénisterie, notamment pour la fabrication de crayons. De
plus, son pouvoir calorifique le rend idéal pour le chauffage, et il donne un charbon d’excellente
qualité. L’une des utilisations notables de cet arbuste est 1’extraction, par distillation, de 1’huile
de Cade, largement reconnue pour ses propri¢tés pharmaceutiques (Quezel, 1962 ; Becker et

al., 1982).



Figure 2: Détails de Juniperus oxycedrus : arbre, feuillage, baies matures et cones femelles
non mature.

3. Répartition géographique

3.1. Dans le monde

Le genévrier oxycedre, une espéce autochtone de la région méditerranéenne, se localise
principalement entre le Maroc et I'Iran, englobant des pays du Nord de I'Afrique comme le
Maroc, 1'Algérie, et la Tunisie, ainsi que de ma Méditerrannée comme I'Espagne, la France,
I'Ttalie, le Portugal, la Turquie, la péninsule Balkanique, I'Est du Caucase et le Nord de 1'lran
(Marongiu et al., 2003) (Fig. 03). Il s'épanouit jusqu'a une altitude de 1000 metres dans les
chaines de montagnes méridionales. Les sols calcaires, semi-calcaires et marneux lui sont
particulierement favorables (Garnier et al., 1961). Le genévrier oxycedre est communément
trouvé dans les zones boisées, sur les coteaux arides et rocheuses, ou il cohabite avec des
especes telles que les pistachiers, le genévrier de Phénicie et le buis, reflétant sa grande

adaptabilité aux divers milieux naturels (Bonnier, 1990 ; Brus et al., 2011).

Figure 3: Répartition géographique de Juniperus oxycedrus dans le monde



3.2. En Algérie

Le genévrier, spécifiquement le Juniperus oxycedrus, est répandu dans les montagnes de 1'Atlas,
y compris I'Atlas Tellien et I'Atlas Saharien, ainsi que dans certaines régions cotieres le long de
la Méditerranée, notamment a Oran, Skikda, Annaba et Béjaia. S'étendant sur des altitudes
allant de 0 a 1000 meétres, son habitat couvre environ 290.000 hectares. Cependant, ce couvert
forestier est en déclin, principalement en raison des impacts anthropiques et des conditions
climatiques désertiques de I'Atlas Saharien et du versant Sud du Grand Atlas (Kerbouche,

2010)

4. Usage ethnobotanique : Utilisation en médecine traditionnelle

Les baies et les feuilles sont particuliecrement privilégiées, mais toutes les parties de la plante
trouvent leur utilité. Ainsi, dans plusieurs pays méditerranéens, les fruits du Juniperus
oxycedrus sont couramment utilisés pour préparer une décoction aidant a éliminer les calculs
rénaux ou de faire bouillir les fruits jusqu'a dissolution des graines pour traiter les hémorroides.
En cas de douleurs abdominales et de perte d'appétit, les fruits sont écrasés, légerement grillés,
puis mélangés avec de 'oignon rapé et du goudron de pin, avant d'€tre appliqués sur I'abdomen

(Union Internationale pour la Conservation de la Nature et de ses Ressources, 2005).

Pour soulager les rhumes et les toux, les baies et I'huile de cade sont ajoutées a de l'eau
bouillante et la vapeur qui s'en dégage est ensuite inhalée. L'extrait, obtenu par broyage des
fruits rouges suivi de leur ébullition, concentration et filtration a travers de la mousseline, est
utilis€ comme expectorant contre le catarrhe. La calcinose articulaire est traitée par la
consommation trois fois par jour d'une boisson préparée a partir de fruits écrasés et décoctés.
Pour les troubles gastriques, la racine de la plante est utilisée, alors que les poudres peuvent étre
appliquées localement sur les ulcéres et les abcés (Union Internationale pour la Conservation

de la Nature et de ses Ressources, 2005).

En Algérie, la résine de la plante, est prescrite pour traiter plusieurs maladies, dont l'eczéma, le
psoriasis et la leishmaniose (Chermat et Gharzouli 2015). Par ailleurs, cette plante est
reconnue pour ses bienfaits anti-hypertensifs, hypoglycémiques et anti-inflammatoires
(Boudjelal et al., 2013 ; Ouelbani et al., 2016). Une infusion de feuilles est également
couramment utilisée comme diurétique et dépuratif (Miara et al., 2013 ; Miara et al., 2019).
En outre, elle sert de remeéde aux troubles urinaires, déséquilibres digestifs, affections
respiratoires, migraines et douleurs articulaires (Ouelbani et al., 2016). En Turquie, le goudron

de genévrier, ainsi que les feuilles et les fruits, sont couramment utilisés pour traiter une variété



de maux, notamment les plaies, les douleurs abdominales, les troubles gastriques, les maladies
gynécologiques, les hémorroides, le rhume, la toux, la bronchite, la calcinose articulaire, les
infections fongiques, I'inflammation rénale et pour éliminer les calculs rénaux (Loizzo et al.,
2007; Orhan et al., 2012). Par ailleurs, une infusion de fruits et de feuilles de Juniperus
oxycedrus et des fruits écrasés sont consommeés pour traiter le diabéte a Isparta et a Afyon
(Orhan et al., 2012). Décoction de cones, 1 tasse de thé avant les repas pour I'asthme (Tuzlac

& Aymaz, 2001).

5. Etudes antérieures concernant la composition chimique et les
activités biologiques

5.1. Composition chimique
Ces ¢études, couvrant une gamme géographique étendue, mettent en évidence la complexité
chimique et le potentiel biologique de J. oxycedrus, soulignant I'importance de la diversité des

composés selon l'origine géographique et la partie de la plante examinée.

» Loizzo et al., (2007) ont trouvé que l'huile des baies du Juniperus oxycedrus libanais
¢tait caractérisée par une forte présence d'a-pinéne, de f-myrcene, de B-myrcene, d'o-
phellandréne et de limonéne. Tandis que I'huile de bois se distinguait par des

concentrations €levées de 6-cadineéne, de cis-thujopseéne et d'a-muuruléne.

> Dob et al., (2006) ont exploré 1'huile essenticlle des feuilles de Juniperus oxycedrus
d'Algérie, détectant principalement des monoterpénes oxygénés, avec le trans-
pinocarveol, le cis-verbenol et le manoyl oxide comme composés majeurs. Les
hydrocarbures terpéniques étaient moins présents. Parmi les constituants, on note aussi

l'a-cadinol, le y-muuroléne et le pinocarvone, ainsi que cinqg diterpénes.

» D'autre part, Derwich et Chabir (2011) ont étudi¢ la composition phytochimique de
I'huile essentielle des feuilles de Juniperus oxycedrus du Maroc, identifiant une
prédominance d'o-pinéne et d'autres composants significatifs tels que le sabinene, de
limonene, de B-pinéne, d'oxyde de caryophylléne, de myrcene, de p-cyméne, de [3-
phellandréne, de y-terpinéne, de terpinéne-4-ol, de germacréne D, de (E)-caryophyllene

et de d-ocimeéne.

» De plus, une recherche de Saab et al., (2014) sur les huiles essentielles extraites des
graines et du bois de Juniperus oxycedrus du Liban ont été analysées pour déterminer

leur composition chimique et activité antiproliférative. Les principaux composés de

10



I'huile des graines étaient l'a-pinéne et le B-myrcéne, tandis que 1'huile de bois était riche
en du d-cadinene, du cis-thujopsene, du T-muurolol, du widdrol, de l'epi-cubenol, du -

caryophyllene et de l'a-calacorene.

En Turquie, I'é¢tude de Alan et al., (2016) a révél¢ que les huiles essentielles des feuilles,
baies et rameaux de J. oxycedrus présentaient une diversité de composés volatils, avec
une prédominance de manoyl oxyde et d'oxyde de caryophylléne dans l'huile des
rameaux, et de myrceéne, d'a-pinene et de germacrene D dans 'huile de baies. Tandis
que dans l'huile des feuilles, le manoyl oxyde et l'oxyde de caryophyllene

prédominaient.

Llorens-Molina et al., (2016) ont constaté une abondance d'a-pinene et de myrcene
dans les baies de Juniperus oxycedrus originaires d'Espagne, tandis que les feuilles
contenaient une variété plus large de composés monoterpéniques hydrocarbonés, tels
que l'o-pineéne, le o-3-caréne, le p-cyméne, le limonene, le B-phellandréne et le

terpinoleéne,

Ben Mrid et al., (2019) ont identifi¢ des composés phénoliques importants tels que
l'acide salicylique et I'acide p-coumarique dans les aiguilles de J. oxycedrus du Maroc,
présents principalement dans les extraits aqueux et méthanoiques, En revanche, les baies
de J. oxycedrus se distinguaient par leur teneur en acide caféique dans l'extrait aqueux
et en thymoquinone dans l'extrait méthanolique. Les flavonoides majeurs dans les
aiguilles incluaient la rutine et I'hespéridine, tandis que les baies contenaient des niveaux

remarquables de ces flavonoides dans les extraits méthanoliques.

En Algérie, Cheraif et al., (2020) ont mis en évidence une gamme variée de composés
dans l'huile essentielle de J. oxycedrus, avec une dominance notable de l'a-pinéne. Les
sesquiterpenes oxygénés, en particulier le bulnésol, ainsi que les diterpenes comme

l'abietadiene et I'oxyde de manoyl, ont été également significativement présents.

Aussi, Djellouli et al., (2022) ont étudi¢ les extraits de Juniperus oxycedrus d'Algérie,
identifiant huit composés phénoliques : I'acide gallique, 1'acide chlorogénique, 1'acide
vanillique, l'acide caféique, I'acide p-coumarique, la vanilline, la rutine, la naringin et la
quercétine. Leur recherche a révélé que l'extrait méthanolique contenait une
concentration plus élevée de ces composé€s par rapport a l'extrait aqueux. L'acide

chlorogénique était le composé le plus abondant dans les deux extraits, suivi par la
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naringin et la rutine dans l'extrait méthanolique, tandis que l'acide gallique et l'acide p-

coumarique dominaient dans 1'extrait aqueux.

Meringolo et al., (2022) ont étudi¢ les huiles essentielles extraites des feuilles de J.
oxycedrus localisée en Italie, identifiant I'a-pinéne, le limonéne, le (Z, E) -farnesol, le
B-pinéne et le y-cadinéne comme les composants volatils principaux. L'étude a aussi
comparé¢ les profils flavonoidiques et phénoliques entre les extraits de méthanol et
d'acétate d'éthyle, révélant des différences dans les concentrations bien que les types de
composés soient similaires. Notamment, (—) -€picatéchine et la quercétine-3-O-
glucoside étaient plus abondants dans I'extrait d'acétate d'éthyle, tandis que la rutine

¢tait prédominante dans l'extrait de méthanol.

Elidrissi et al., (2023) ont ¢étudi¢ 1'huile essentielle extraite des baies de Juniperus
oxycedrus présent au Maroc. Les résultats ont révél¢ 1'identification de 49 constituants,
caractérisée par des teneurs €levées en B-pinene, suivi de limonene, sabinene, a-pinéne,

(E)-caryophylléne, p-cymene, oxyde de caryophylléne et myrcéne

Une récente étude menée par Mértiri et al., (2024) des extraits des baies et des aiguilles
de Juniperus oxycedrus, collectés en Albanie. Les extraits des aiguilles étaient
principalement caractérisés par des niveaux ¢levés d'acide ellagique. Ils contenaient
¢galement des quantités significatives de (—) - épigallocatéchine et de kaempférol, ainsi
que des quantités notables d'acide caféique, de caféine et de naringine. Dans les extraits
de baies (JoxB) de la méme étude, 'acide ellagique a été identifié comme le composé
dominant, avec également une présence notable d'acide gallique. Des composés uniques

aux extraits de baies étaient l'apigénine et la théaflavine.

12



5.2. Activités biologiques

Ci-dessous un tableau récapitulatif des principales activités biologiques de J. oxycedrus

Tableau 1: Différentes activités biologiques des différentes parties de J. oxycedrus

Activités biologiques Partie utilisée de la Extrait Références
plante
Aqueux (El Jemli et al., 2016)
. . (El Hajjouji et al.,
Huile essentielle 2019)
= Feuilles Huile essentielle
Méthanolique Meringolo et al. (2022)
Acétate d’éthyle
Antioxydante Aqueux (Er Kemal et al., 2023)
Huile essentielle (Loizzo et al., 2007)
« Baies Méthanolique (Taviano et al., 2013)

Ethanolique
Acétate d’éthyle

(Zivi¢ et al., 2019)

Ecorce de la racine

Méthanolique

(Chaouche et al., 2013)

Boie

Huile essentielle

Loizzo et al. (2007)

Branches

Huile essentielle

(Satrani et al., 2015)

Feuille et Tige

Méthanolique

(Moreno et al., 1988)

Dichlorométhane
.. . = Feuille . . .o
Anti-inflammatoire « Baies Méthanolique (Kiipeli et al., 2009)
. . Méthanolique . .
e Feuille et Tige Aqueux (Djellouli et al., 2022)
= Feuille . . (Yaglioglu & Eser,
« Cone Méthanolique 2017)
Huile essentielle
Méthanolique (Meringolo et al., 2022)
Antiproliférative » Feuilles Acétate d’éthyle
Aqueux (Er Kemal et al., 2023)
= Bois et Graines Huile essentielle (Saab et al., 2013)
: FBE:ilélsleS Huile essentielle (El-Abid et al., 2019)
Anticancer s TFouilles
. Meéthanolique (Ben Mrid et al., 2019)
= Baies
Hexane (Orhan et al., 2012)
Antidiabétique = Feuilles Ethanolique (Orhan et al., 2011)
Huile essentielle (Loizzo et al., 2007)
Hydro-
Neurodéeénérati = Feuilles Meéthanolique (Tavares et al., 2012)
curodegencrative Huile essentielle (Cheraif et al., 2020)
* Baies Hexane (Oztiirk et al., 2011)
° Ff:ullles Methanohque (Moreno et al., 1988)
T o Tige Dichlorométhane
Antinociceptive s Teuille
« Baies Méthanolique (Kiipeli et al., 2009)
Antivirale = Baies Huile essentielle (Loizzo et al., 2008)
» Feuille Huile essentielle (El Ha%‘})ollg)l etal,
Antibactérienne = Baies M¢éthanolique (Taviano et al., 2011)
= (Cone Huile essentielle (Angioni et al., 2003)




6. Toxicité et effects secondaires

La baie de genévrier est reconnue pour ses propriétés stimulantes sur les reins et la vessie grace
a ses composés actifs. Cependant, une utilisation excessive peut provoquer une irritation de ces
organes. L'huile de genévrier, pouvant étre irritante, est déconseillée pour les personnes ayant
des problémes rénaux, les femmes enceintes et celles avec des inflammations gastriques (Union

Internationale pour la Conservation de la Nature et de ses Ressources, 2005).

Un cas d'intoxication sévere chez un individu a été signalé suite a l'ingestion d'un extrait du
Juniperus oxycedrus fait maison, entrainant des complications sérieuses mais réversibles apres
un traitement approprié. Bien que les extraits de la plante aient une toxicité limitée a des doses
modérées avec une DLso supérieure a 3 g/kg de poids corporel pour les deux extraits, la

prudence reste recommandée dans leur usage (Al-snafi, 2018).

7. Huile de cade, reméde naturel

7.1. Description et caractéristiques de I'huile de cade

L'huile de cade est un liquide épais, homogene, de couleur noire a brun foncé. Elle se distingue
par une odeur particuliére, intensément forte et empyreumatique, qui peut €tre considérée
comme désagréable par certains. Elle se caractérise par une richesse en composés aromatiques
et présente une solubilité partielle dans I'alcool a 90°. En revanche, elle est insoluble dans 1'eau
mais se dissout complétement dans des solvants comme 1'éther, le benzeéne, 1'acide acétique et
le chloroforme (Belliot, 2007). L'huile de cade est un produit aux propriétés uniques, extrait de
maniere traditionnelle et utilisé pour ses caractéristiques distinctives et ses applications

potentielles dans diverses pratiques, notamment médicinales.

7.2. Production du goudron de cade

L'huile de cade est extraite par un processus de distillation séche ou carbonisation du bois du
genévrier oxycedre (Juniperus oxycedrus), spécifiquement a partir du tronc et des branches
épaisses des arbres matures, car les spécimens plus jeunes ne produisent pas d'huile. Cette
méthode décompose les substances végétales sous l'effet de la chaleur en séparant les
composants en produits résiduels et distillés (Belliot, 2007). On distingue deux méthodes de

distillation : per descensum et per ascensum.

e La méthode per descensum : utilisée dans les anciens fours, elle opere a des
températures entre 200°C et 250°C, permettant de recueillir I'huile directement du bois

sans évaporation.
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e La méthode per ascensum : fonctionne a environ 400°C, provoquant I'évaporation de
I'huile qui se condense ensuite sur les parois pour étre récupérée. C'est cette derniere
méthode qui est principalement utilisée pour produire I'huile de cade commercialisée

(Belliot, 2007).
7.2.1. Les fours

Historiquement, la production d'huile de cade s'appuyait sur des fours traditionnels, des
constructions robustes en pierres seéches couvertes de terre. Ces fours, actifs jusqu'au milieu du
XX siecle, disposaient d'une fosse centrale en briques et en argile avec un fond en entonnoir
pour la collecte de l'huile (Fig. 04). La chambre de chauffe, située a l'arriére, permettait
d'atteindre des températures avoisinant les 250°C, optimales pour I'extraction de I'huile sans
évaporation ou inflammation. En Algérie, le « Gatran » est toujours produit selon des méthodes
traditionnelles dans les régions des Sud, de I'Est et du Centre, notamment a Ghardaia, M'sila et
Djelfa. Ces pratiques ancestrales, bien que moins documentées, illustrent la richesse du
patrimoine culturel algérien dans I'utilisation des ressources naturelles locales pour la
production d'huile de cade. La conservation de ces techniques souligne l'importance de

I'héritage traditionnel, adapté aux besoins et technologies actuels.

Figure 4: Ancien four a cade (Belliot, 2007)
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7.3. Composition chimique

Le goudron et I'huile issus du Juniperus oxycedrus, riches en composés chimiques complexes,
constituent une source de sesquiterpénes, notamment le cadinéne, reconnu comme leur majeur
constituant. Plusieurs isomeéres sont présents, dont le principal est le f-cadinéne (Andersen,

2001) (Fig. 5).

CH(CH3)2

Figure 5: Structure du -cadinéne

Outre le cadinene, ces extraits de Jumiperus oxycedrus se distinguent par la présence
d'hydrocarbures aromatiques tels que le benzéne et le toluéne, contribuant a leur complexité

chimique et a leurs applications potentielles (Chalchat et al., 1990; Belliot, 2007).

La présence de phénols, tels que le gaiacol, le crésol et la résorcine, ainsi que d'acides
pyroligneux, avec une prédominance de l'acide acétique, jouent un rdéle important dans les
multiples usages de 1'huile de cade, particulierement pour ses propri€tés antimicrobiennes et

antiseptiques (Ninich et al., 2022).

Dans l'analyse menée par Chalchat et Garry, dix types d'huiles, tant essentielles
qu'empyreumatiques, ainsi que des extraits provenant du bois de Juniperus oxycedrus, ont été
examinés grace a la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC/MS). 11 a été observé que les composants principaux de I'huile essentielle, de l'extrait de
I’hexane et de l'extrait alcoolique présentent des similitudes, comprenant notamment le [-
Caryophyllene, 'a-Humuléne, le Calaménéne, le y-Muuroléne, I'a-Muuroléne, ainsi que divers
types de Cadinénes (incluant le y- et 5-cadinéne), le Cubénol et et 'Epicubénol (Chalchat et
al., 1990).

Finalement , la composition chimique de ce goudron est déterminée par divers facteurs tels que
la source des matieres premicres, la situation géographique, les conditions climatiques et les

méthodes d'extraction employées (Belliot, 2007).
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7.4. Propriétés pharmacologiques de quelques molécules présente dans I’huile de cade
Certaines molécules de 1'huile de cade offrent des propriétés pharmacologiques significatives,
telles que des effets anti-inflammatoires, antiprolifératifs et cicatrisants, ce qui ouvre la voie a

leur utilisation potentielle dans divers traitements thérapeutiques notamment :

B-Caryophylléne, est un sesquiterpéne naturel, parmi ses diverses activités biologiques, exerce
une action anti-inflammatoire en inhibant les principaux médiateurs inflammatoires tels que
I'Interleukine 1 béta (IL-1p), 'Interleukine-6 (IL-6), le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-
a), le facteur nucléaire kappa B (NF-xB), la cyclooxygénase 1 (COX-1) et la cyclooxygénase
2 (COX-2) (Francomano et al., 2019).

Plusieurs recherches, réalisées in vitro et in vivo, indiquent que ’utilisation du -Caryophylléne
peut améliorer I'état de modeles animaux représentant des pathologies inflammatoires variées,
y compris des troubles neurologiques comme la maladie de Parkinson et d'Alzheimer, des
maladies inflammatoires telles que la sclérose en plaques et 1'athérosclérose, ainsi que diftérents

types de cancers comme ceux du sein et du pancréas (Francomano et al., 2019).

Il présente un potentiel thérapeutique contre les infections a Streptococcus, l'ostéoporose et la

stéatohépatite.

Il a démontré des effets anti-pseudo-allergiques en réduisant la dégranulation des mastocytes et

les réactions anaphylactiques (Pathak et al., 2021).

Il est connu pour ses effets anticonvulsivants, analgésiques, myorelaxants, sédatifs et

antidépresseurs (Francomano et al., 2019).

Le B-caryophylléne issu de la résine de Copaifera langsdorffii favorise la cicatrisation cutanée.
Une étude a révélé qu'il induit une rétraction macroscopique des plaies, diminue les niveaux de
molécules pro-inflammatoires (TNF-a, IFN-y, IL-1p, IL-6) et augmente ceux d'IL-10 et de la
GPx, démontrant ses mécanismes antioxydants et anti-inflammatoires. Il améliore également la
re-épithélialisation et le remodelage du collageéne, soulignant son potentiel en formulation

topique pour la guérison des plaies cutanées chez les rats (Gushiken et al., 2022).

Selon Ding et al. (2020), I'huile essentielle de Phoebe bournei (Hemsl.) Yang, obtenue par
hydrodistillation, contient principalement : o -muuroléne (7.32%), 6-cadinéne (11.44%) et 1s-
calamenéne (5.18%) : L'huile essentielle de P. bournei montre des propriétés antifongiques
significatives et est particulierement efficace contre certains cancers comme la leucémie, le

cancer du sein et du cdlon, mais moins contre les cancers du poumon et du foie. Elle a également
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un potentiel hypoglycémique en augmentant I'absorption de glucose par les adipocytes (Ding

et al., 2020).

Selon Mulyaningsiha et al. (2010), 1'huile essentielle de Kadsura longipedunculata contient
principalement du d-cadineéne (21.79%), cubenol (5.12%) and d-cadinol (5.11%) et d'autres
composants. Elle a montré une activit¢ anti-inflammatoire en inhibant les enzymes
cyclooxygenase et lipoxygenase et en réduisant les niveaux de PGE2, ce qui suggére une forte

activité anti-inflammatoire (Mulyaningsih et al., 2010).

Selon Kundu et al. (2013), 'huile essentielle d'Eupatorium adenophorum, distillée a partir de
ses feuilles, contient principalement du y-cadinene, germacréne-D, et y-elemene. Les cadinénes
isolées ont été soumises aux tests DPPH et FRAP, révélant des propriétés antioxydantes

comparables a celles des standards établis (Kundu et al., 2013).

D’apres Hui et al. (2015), la recherche a évalué les effets antiprolifératifs et apoptotiques du d-
cadinéne sur les cellules de cancer ovarien OVCAR-3. Ce sesquiterpene a montré une inhibition
de la croissance des cellules de maniére dépendante de la dose et du temps, a induit la

condensation chromatinienne et a activé les caspases.

Le 6-cadinéne a également provoqué un arrét du cycle cellulaire en phase sub-G1 et une clivage
de PARP, soulignant son potentiel comme agent anticancéreux pour le traitement du cancer de

l'ovaire (Hui et al., 2015).

7.5. Applications thérapeutiques de I'huile de cade

L’huile de cade est tirée du bois de petits arbustes de la famille des genévriers. Sa composition
est complexe et caractérisée par une proportion élevée d hydrocarbures tels que le cadinéne. En
raison de sa composition complexe, elle possede des propriétés antiprurigineuses,
kératolytiques, cicatrisantes, antiseptiques et antifongiques (Ninich et al., 2022). Grace a ces
propriétés, elle est souvent utilisée en médecine vétérinaire et en médecine humaine, notamment

en dermatologie et en cosmétologie (Burri et al., 2017).

7.5.1. Utilisations cosmétiques

L'huile de cade, autrefois populaire pour rendre les cheveux luisants, est aujourd'hui utilisée
dans certains shampoings traitant le psoriasis du cuir chevelu et autres problémes

dermatologiques (Belliot, 2007; Ninich et al., 2022).
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7.5.2. Utilisations en médecine vétérinaire
Historiquement employée pour traiter la gale, les teignes, et I'eczéma chez les animaux, I'huile
de cade reste parfois utilisée par les vétérinaires pour certaines affections cutanées (Ninich et

al., 2022).

7.5.3. Utilisations en médecine humaine

L'huile de cade avait une utilisation variée en médecine humaine, traitant des troubles
pulmonaires, des douleurs dentaires, des affections oculaires, des lithiases biliaires et des
néphrites chroniques. Elle servait aussi d'antihelmintique, surtout chez les enfants. Ces
utilisations ont diminué avec l'avénement de nouveaux médicaments (Orhan et al., 2012 ;
Ninich et al., 2022). En Turquie, le goudron de genévrier, ainsi que les feuilles et les fruits,
sont couramment utilisés pour traiter une variété de maux, notamment les plaies, les douleurs
abdominales, les troubles gastriques, les maladies gynécologiques, les hémorroides, le rhume,
la toux, la bronchite, la calcinose articulaire, les infections fongiques, I'inflammation rénale et

pour éliminer les calculs rénaux (Cakar, 2017).

7.6. Toxicologie

La toxicité orale aigué¢ du goudron de genévrier a été évaluée chez un groupe de 10 rats
Osborne-Mendel jeunes adultes. La dose 1étale médiane (LDso), c'est-a-dire la dose a laquelle
50 % des animaux testés sont décédés, a ¢été déterminée a 8014 mg/kg, avec des limites de
confiance a 95 % s'étendant de 6550 a 9770 mg/kg. Avant le test, les animaux ont été maintenus
a jeun pendant environ 18 heures. Les principaux effets toxiques notés étaient une baisse de
l'activité (dépression) et des signes d'irritation au niveau du systéme gastro-intestinal. Ces

résultats proviennent de I'étude réalisée par Jenner et al. (1964) citée par Andersen (2001).
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Chapitre 2 : Stress Oxydatif et Antioxydants : Le Role Clé des
Polyphénols

1. Le Concept de Stress Oxydatif

La fondation théorique du concept du stress trouve ses racines dans les travaux de Selye en
1936. Au cours des années 1970, le terme a commencé a étre employé spécifiquement pour
décrire les effets du peroxyde d'hydrogéne sur les érythrocytes, signalant son adoption
significative dans le champ de la biologie (Sies, 2018). C'est en 1985, avec la publication de
l'ouvrage "Stress Oxydatif' que le concept a ét¢ rigoureusement défini comme étant un
déséquilibre favorisant les agents pro-oxydants par rapport aux antioxydants. Depuis cette
époque, le terme a subi d'importantes évolutions, enrichissant a la fois notre compréhension et
notre application de ce phénomeéne scientifique. Ces progres ont mis en exergue le role majeur
du stress oxydatif dans I'étiologie de diverses maladies, ainsi que sa contribution essentielle au
maintien de 'homéostasie redox (Sies, 2018). Aujourd'hui, le stress oxydatif est défini comme
une prédominance des oxydants par rapport aux antioxydants dans les systémes biologiques,
dépassant les capacités réductrices du systéme de défense antioxydant humain (Fig. 6). Cet
exces de radicaux libres, altére les macromolécules biologiques telles que I’ADN, les lipides et
les protéines, perturbant ainsi la machinerie cellulaire et participant activement au
déclenchement et/ou au développement de nombreuses pathologies incluant I’inflammation, les
troubles gastriques, les maladies neurodégénératives et cardiovasculaires, le diabéte, les
troubles respiratoires, le vieillissement, I’ischémie, la progression tumorale et carcinogenése

(Fleming Luo et Leo 2021).

Immune
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Aging . Oxidative
| Stress

Cancer
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Inflammatory oI
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Figure 6: Stress oxidative et maladies chroniques (Fleming et Luo 2021)
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2. Radicaux libres

Par définition, un radical libre est un atome, un groupe d’atomes ou une molécule possédant un
¢lectron (ou plusieurs) non-apparié(s) sur la couche périphérique de leur squelette moléculaire
(Favier, 2003). Les radicaux libres sont principalement des substances trés réactives et
instables qui tendent a apparier leur électron non apparié avec un électron libre d'autres
composés, provoquant ainsi leur oxydation et devenant ainsi réduits, d’ou leur nom d’oxydants.
Le radical peut se débarrasser de 1'électron libre en le transmettant a une autre molécule, le
radical devient oxydé et l'accepteur d'électron devient réduit (Halliwell, 1993).

Bien que l'oxygene, sous forme moléculaire, puisse se comporter comme un radical libre, c'est
surtout lors de la réduction partielle de I'oxygene par les €lectrons durant la respiration cellulaire
mitochondriale que les EROs se forment (Halliwell 1993 ; Favier 2003).

Comme illustrés dans la Fig. 7, ces EROs comprennent notamment le superoxyde, le peroxyde
d'hydrogéene et le peroxynitrite.

On distingue les EROs primaires, directement issus de l'oxygéne, qui jouent des roles
spécifiques dans les processus physiologiques ; des EROs secondaires, qui se forment suite a
l'interaction des EROs primaires avec des composants cellulaires tels que les lipides, les

protéines et les glucides (Favier, 2003).
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Figure 7: Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de I’oxygene
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3. Sources des espéces réactives (ERO, ERN)

La production de ces especes réactives de 1’oxygéne (ERO) et de I’azote (ERN), dans
l'organisme des animaux et des humains est un processus continu et une partic normale de la
physiologie humaine et animale. Ces espéces sont également produites dans des conditions
pathologiques ( Niki, 2016; Sies, 2018). D'autre part, les radicaux libres peuvent étre générés a
partir de sources endogénes ou exogénes (Haleng et al., 2007), comme le montre le Tableau
02 :

Tableau 2: Sources de stress oxydant endogenes et exogenes (Haleng et al., 2007).

Sources exogénes Sources endogénes
Tabagisme Enzymes de la chaine respiratoire
Faible consommation des fruits et Iégumes | Mitochondriale
Alcool NADPH-oxydase
Toxines et médicaments Xanthine-oxydase
Pollution Synthase de I’oxyde nitrique et
Radiations Tétrahydrobioptérine

Mye¢élopéroxydase

4. Effets Pathologiques du Stress Oxydatif

Le stress oxydatif, résultant d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et la
capacité antioxydante de l'organisme, est impliqué comme facteur déclenchant ou exacerbant
dans une vaste gamme de pathologies (Favier, 2003). Ce phénoméne impacte gravement les
composants cellulaires tels que les lipides, les protéines, et I'ADN, empéchant ainsi les
fonctions cellulaires et compromettant la santé des organes (Niki, 2016).

Sur le plan lipidique, l'interaction des radicaux libres avec les membranes enrichies en acides
gras polyinsaturés entraine la formation de substances toxiques, notamment 1'hydroxynonénal
et le malondialdéhyde, compromettant l'intégrité structurale et fonctionnelle des membranes.
Cette situation réduit leur fluidité et leur perméabilité, perturbant les mécanismes de
signalisation cellulaire ainsi que l'activité des récepteurs et des transmetteurs (Haleng et al.,
2007). Selon Catala (2011) les altérations de la fluidité et de la perméabilité des membranes
dues a la peroxydation lipidique nuisent aux fonctions cellulaires, menant potentiellement a la
mort cellulaire.

Concernant les protéines, le stress oxydatif engendre des altérations notables, incluant la
fragmentation et des modifications structurales. Des acides aminés comme la cystéine et la
méthionine sont particulierement sensibles a ces modifications, ce qui mene a la formation de
protéines carbonylées, indiquant un dysfonctionnement protéique et augmentant le risque de

maladies inflammatoires et dégénérative (Sahiner et al., 2011 ; Bai et al., 2019). En outre,
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I'histidine, la proline, le tryptophane et la tyrosine, exposés aux espéces oxygénées activées,
subissent une oxydation produisant des groupes carbonylés et des liaisons disruptives, telles
que les ponts bi-tyrosine, affectant la fonction protéique. Ces atteintes, généralement
irréversibles, peuvent diminuer l'activité enzymatique ou altérer la reconnaissance moléculaire
(Haleng et al., 2007).

Quant a I'ADN, sa vulnérabilité¢ aux dommages causés par les especes oxygénées activées peut
conduire a des mutations et a une instabilité génétique (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018). Les radicaux libres, notamment le radical hydroxyle, capable de déclencher I'apoptose.
Un exemple de ces dommages est la transformation de la guanine en 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OH-dG), qui perturbe I’association normale de la cytosine avec 1’adénine,
favorisant ainsi des mutations qui peuvent accélérer le vieillissement et initier des processus

carcinogenese (Haleng et al., 2007).
5. Les défenses antioxydantes

Les antioxydants contribuent a empécher la surproduction des espéces réactives d'oxygene et
d'azote ou a les neutraliser avant qu'elles engendrent des dommages aux cellules. Leur action
s'étend sur plusieurs fronts : ils peuvent capturer ces especes réactives, se lier aux métaux de
transition pour éviter leur participation a la production d'EROs, inhiber les enzymes
responsables de la génération d'EROs, ou servir de cofacteurs aux enzymes antioxydantes

(Perron et Brumaghim, 2009).

5.1. Type d’antioxydants

Les systémes de défense, synthétisés par notre organisme (endogenes), incluant a la fois les
antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques, collaborent en synergie pour préserver
I'homéostasie oxydative. Les antioxydants enzymatiques neutralisent les especes réactives de
I'oxygene (ROS), offrant une premiere ligne de défense contre le stress oxydatif. Parmi eux des
enzymes telles que la catalase, la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase

(GPx) (Shahiner et al., 2011).

D'autre part, les antioxydants non-enzymatiques, comprenant des petites molécules comme le
glutathion réduit (GSH), un cofacteur enzymatique qui intervient dans la régulation des
fonctions cellulaires et la protection des lipides membranaires (Sahiner et al., 2011 ; Bai et al.,
2019). En complément, une variété d'antioxydants non-enzymatiques est obtenue
principalement a travers l'alimentation (exogenes). Ces derniers se répartissent en plusieurs

catégories, notamment les polyphénols (tels que les acides phénoliques et les flavonoides)
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constituant le groupe le plus significatif, suivis par les vitamines (comme les vitamines E et C),
les caroténoides et certains minéraux (Zinc et Sélénium) (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018).

5.2. Mécanisme de protection antioxydante

Face a l'agression des radicaux libres, les cellules, les tissus et la matrice extracellulaire
déclenchent des mécanismes de défense internes visant a neutraliser ces menaces et leurs
dérivés, comme le montre la Figure 8. Ces mécanismes incluent la prévention, constituant la
premiere ligne de défense, bloquant les interactions des radicaux libres et de leurs dérivés avec
les substances biologiques de I'organisme ; la réparation, interrompant les réactions d'oxydation
radicalaire ; et l'inactivation traitant les produits réactifs soit par réparation des dommages, soit
par élimination (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018) et ce dans le détail les etapes

suivantes :

= Le radical superoxyde (O2") se forme par la réduction d'un seul électron de I'oxygene et
sous l'action de la superoxyde dismutase (Cu/Zn-SOD ou Mn-SOD) se transforme en
peroxyde d'hydrogene (H205).

= Le H20> est ensuite reduit en eau et en oxygeéne par l'action combinée de la catalase
(CAT) et de la glutathion peroxydase (GPx).

= Par ailleurs, le peroxyde d'hydrogéne peut se convertir en radical hydroxyle (HO) dans
la réaction de Fenton, catalysée par des métaux de transition, impliquant ce radical dans
des réactions en chaine.

= Le glutathion réduit (GSH), grace a son groupe thiol, intervient dans la restauration des
protéines ou d'autres macromolécules a leur état réduit. De plus, le GSH réduit le H20>
dans une réaction menée par le glutathion peroxydase et le glutathion oxydé résultant
agit sur les thiols protéiques.

= Le glutathion disulfure est ensuite réduit en GSH par le glutathion réductase (GR),
utilisant I'hydrogéne de NADPH, qui est oxydé en NADP™.

= Le NADPH est produit lors de la phase oxydative de la voie des pentoses phosphates,
ou le glucose-6-phosphate se transforme en ribulose 5-phosphate, réduisant le NADP*
en NADPH.

= Enfin, la vitamine C et l'acide alpha-lipoique aident a régénérer le GSSG en GSH. La
vitamine E, en tant que donneur d'hydrogeéne, neutralise les peroxydes lipidiques et
arréte les réactions en chaine oxydatives. La forme non-oxydée de la vitamine E peut

étre recyclée par la vitamine C et le glutathion.
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Figure 8: Mécanisme d’action du systéme antioxydant (Mironczuk-Chodakowska et al.,

2018)

6. Mécanismes d'action des polyphénols en tant qu'antioxydants

Dans le contexte des stratégies de défense contre le stress oxydatif, les composés phénoliques,
notamment les flavonoides, sont hautement valorisés dans les pratiques médicinales,
traditionnelles et modernes, pour leur efficacité antioxydante. Grace a leurs propriétés redox
remarquables, agissant efficacement comme des agents réducteurs et donateurs d’hydrogéne,

capturant les radicaux libres et neutralisant les ions (Perron et Brumaghim, 2009).

Les antioxydants se divisent en deux types principaux : les antioxydants primaires, qui
interrompent la réaction en chaine et captent les radicaux libres ; les antioxydants secondaires
ou préventifs, qui préviennent le stress oxydatif par divers moyens tels que la chélation des
métaux et l'inhibition des peroxydations lipidiques. Ces mécanismes contribuent également a
la régénération des antioxydants primaires et a I'¢limination de l'oxygene singulet (Dai et

Mumper, 2010).
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6.1. Capture ou piégeage direct des ERO
Les polyphénols sont reconnus pour leurs puissantes propriétés antioxydantes, qui sont
attribuables a leur structure chimique unique, leur conférant ainsi la capacité de neutraliser

directement les especes réactives de l'oxygene (Tiwari, 2001).

Cette capacité est fondée sur un mécanisme décrit dés 1976 par Sherwin, ou ces antioxydants,
par le biais de leurs groupes hydroxyles (-OH) situés sur les anneaux aromatiques, cédent un
atome d'hydrogene aux radicaux libres, les transformant ainsi en formes moins réactives et
moins dommageables. Cette donation d'¢lectrons stabilise les EROs et empéche la propagation
des réactions en chaine oxydatives. Les composés phénoliques peuvent aussi réagir avec

d'autres radicaux libres pour former des produits stables (Dai et Mumper, 2010).

A titre d’exemple, La rutine contient une partie catéchol (groupes o-dihydroxyles) sur I'anneau
aromatique, un élément structurel clé qui forme des liaisons hydrogenes intra-moléculaires avec
les radicaux libres, contribuant ainsi a sa forte activité antioxydante (Panhwar et Memon,

2014).

6.2. Chélation des ions métalliques

Les ions métalliques sont essentiels a la biologie cellulaire, mais leur suractivité peut causer
des dommages cellulaires, comme la peroxydation des lipides, illustrée par l'effet du Cu?* sur
les Lipoprotéines a faible densité (LDL) (Laguerre, 2007). Les composés phénoliques
contenant des groupes catécholate et gallate peuvent contrer la formation de radicaux d'oxygene
métal-dépendants, soit par stabilisation de Fe** empéchant son auto-oxydation, soit en formant

des complexes inactifs avec des ions tels que Cu?" ou Fe?" (Tiwari, 2001).

Les flavonoides sont reconnus pour leur efficacité a chélater ces ions métalliques ; la quercétine
est un flavonoide efficace dans la chélation des ions métalliques grace a trois sites de liaison
(A, B, C), avec une affinité particuliére du site A a pH physiologique (Fig. 09). Ce processus
implique la coordination des ions via les groupes hydroxyles de la quercétine (Hider et al.,

2001).

Quant a la rutine, une forme glycosylée de la quercétine, elle possede deux sites de liaison aux
métaux, nommes F et G. Cependant, en raison de sa conjugaison avec un groupe glucidique, la
rutine ne peut pas lier les métaux aussi efficacement que la quercétine, car elle perd le proton
nécessaire a la liaison. Cela indique que les propriétés de chélation de la rutine sont limitées a
cause de sa structure, ou la partie glucidique modifie sa capacité¢ d'interaction avec les ions

métalliques par rapport a la quercétine non glycosylée. Ainsi, bien que la quercétine et la rutine
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interagissent avec les ions métalliques par leurs groupes phénoxide (la forme déprotonée du
groupe phénol), la présence de groupes hydroxyles spécifiques et la structure glucidique de la
rutine influencent leur efficacité de chélation, particulie¢rement efficace contre les ions a haute

densité de charge comme le fer (III) et le cuivre (II) (Hider et al., 2001).

OH (a)
OH
HO i 0 O
OH
OH O ®
{©)
Rutine Quercétine

Figure 9: Structure chimique de la rutine et de la quercétine (Hider et al., 2001)

6.3. Inhibition des enzymes

Les polyphénols, reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, sont capables d'inhiber
certaines enzymes clés, dont la xanthine oxydase. Cette enzyme impliquée dans le métabolisme
des purines, ou elle catalyse l'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine et ultérieurement en
acide urique. L'exces d'activité de cette enzyme peut provoquer une augmentation des niveaux
d'acide urique, conduisant a I'hyperuricémie et augmentant le risque de la maladie de la goutte
(Zheng et al., 2023). Parallelement, cette réaction enzymatique est accompagnée de la
génération de I'anion superoxide et du peroxyde d'hydrogene a partir du dioxygene, faisant de
la xanthine oxydase une source biologique significative d'especes réactives de l'oxygene

(Shahiner et al., 2011).

Les polyphénols interférent avec l'activité de la xanthine oxydase, soit en se liant de manicre
compétitive a son site actif, bloquant ainsi 'accés aux substrats, soit en modifiant sa structure
conformationnelle de fagon non-compétitive. Cette inhibition empéche la conversion de
l'oxygene en formes réactives, réduisant ainsi la quantité d'/EROs produite et contribuant a la

protection cellulaire contre le stress oxydatif (Zheng et al., 2023).

6.4. Inhibition de la peroxydation lipidique

Les polyphénols peuvent intervenir dans la perturbation de la peroxydation lipidique, un
processus ou les radicaux libres ciblent agressivement les lipides dans les membranes
cellulaires. Ils interviennent par deux mécanismes distincts : protection des lipides cibles et

arrét de la propagation de 'oxydation (Delattre et al., 2005).
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Premiérement, en tant qu'antioxydants préventifs, ils bloquent la formation des espéces
réactives de 'oxygéne ou neutralisent des espéces réactives spécifiques comme O?*, !0, et OH,
qui sont les initiateurs de l'oxydation. Dans la seconde approche, ils offrent un atome
d'hydrogéne aux radicaux favorisant la propagation de I'oxydation (LOO-), ce qui met un terme
a la peroxydation lipidique en cours. Cette double intervention des polyphénols est
fondamentale pour prévenir I'oxydation des lipides cellulaires, un facteur clé dans la protection
des membranes cellulaires contre les dommages oxydatifs (Delattre et al., 2005 ; Laguerre,

2007).
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7. Composés polyphénoliques : Exploration des propriétés
antioxydantes, activités biologiques diverses et intéréts

thérapeutiques

Avec plus de 8000 variétés identifiées, ces métabolites se caractérisent par au moins un anneau
aromatique a six carbones accompagnés d’un ou plusieurs groupes hydroxyles, sous forme libre
ou liés comme éthers, esters ou hétérosides (Bruneton, 2009 ; Khan et al., 2019). Leur
classification repose sur leur structure, incluant le nombre d'anneaux aromatiques et les
groupements fonctionnels, et englobe diverses catégories telles que les flavonoides,
stilbénoides, tanins, et lignines, ainsi que d'autres composés phénoliques, terpénoides et
alcaloides (Tomas-Barberan et Clifford, 2000).

Ces substances se retrouvent abondamment dans notre régime alimentaire, notamment dans les
fruits, legumes, boissons comme le café et le the, ainsi que dans les céréales, graines
oléagineuses et légumineuses (Perron et Brumaghim 2009). Les polyphénols apportent divers
avantages pour la santé, en servant d'antioxydants, en réduisant I'inflammation et en exercant
une action antimicrobienne. Ils contribuent également a la protection cutanée, a la diminution
de la pression artérielle, et possedent des effets cardioprotecteurs et anticancéreux (Perron et
Brumaghim 2009 ; Khan et al., 2019).

7.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques, caractérisés par la présence d'au moins un noyau benzénique lié a un
groupe hydroxyle, forment une catégorie essentielle de composés en phytochimie et constituent
I'unité de base pour d'autres composés phénoliques. On distingue principalement deux classes
d'acides phénoliques : les dérivés de l'acide benzoique, ou acides hydroxybenzoiques, et ceux
de l'acide cinnamique, ou acides hydroxycinnamiques., les acides phénoliques exercent des
activités antioxydantes en neutralisant divers radicaux, ce qui les rend indispensables a divers

processus biologiques (Kumar et Goel 2019).
7.1.1. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques, dérivés spécifiques de I'acide benzoique, sont présents dans une
variété limitée de plantes et demeurent relativement peu explorés dans notre régime alimentaire

habituel. Ces composés se caractérisent par une structure complexe. Cette diversification
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structurelle donne naissance a plusieurs types d'acides, tels que vanillique, gallique, syringique,
salicylique, dont la structure est présentée dans la Figure 10 (Kumar et Goel 2019).
O. _OH

OH

Figure 10: Structure de ’acide salicylique
7.1.2. Acides hydroxycinnamiques

Dans le monde végétal, les acides hydroxycinnamiques sont particulierement abondants et
divers, avec l'acide caféique comme le plus courant. Les autres acides notables de cette
catégorie incluent ’acide férulique, sinapique et 4-coumarique, fréquemment présents dans de
nombreux aliments. Ces composés se retrouvent rarement sous forme libre, étant plutot
conjugués sous formes de dérivés glycosylés ou d'esters avec des acides comme le quinique, le
tartrique ou le shikimique. L'acide ferulique, quant a lui, est reconnu comme l'un des acides
phénoliques les plus fréquents dans les graines (Kumar et Goel 2019). La structure de l'acide

ferulique est illustrée dans la Figure 11.

OCH,
OH

Figure 11: Structure de I’acide férulique

7.2. Effets thérapeutiques des acides phénoliques

L'une des caractéristiques les plus étudiées de l'acide salicylique (SA) est sa propriété
antioxydante. L'acide salicylique est un inhibiteur confirmé du stress oxydatif. Les recherches
de Sagone et al. ont montré que I'acide salicylique réagissait avec les radicaux hydroxyles dans
les granulocytes, formant des métabolites. De plus, I'acide salicylique a réduit les radicaux
anion superoxyde en agissant sur l'activité du NADPH, ce qui a a son tour diminué les especes
réactives de l'oxygéne (ROS) dans les cellules endothéliales humaines lors d'études in vitro
(Randjelovi¢ et al., 2015). De plus, selon I'étude de Balasubashini et al. (2003), l'acide
férulique posséde des effets antidiabétiques et peut réduire le glucose sanguin chez les animaux
diabétiques induits par la streptozotocine. Il agit en neutralisant les radicaux libres dans le

pancréas, ce qui favorise une augmentation de la sécrétion d'insuline. Par ailleurs, I'effet
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neuroprotecteur de I'acide férulique (FA) s'explique par sa capacité a inhiber la production de
leucotriénes et a réduire le stress oxydatif dans le cerveau. Une administration a long terme de
FA a une dose de 300 uM s'avere efficace pour protéger contre la toxicité du peptide amyloide
béta en inhibant l'activation des microglies in vivo (Srinivasan et al., 2007). L’effet anti-age
de l'acide férulique (FA) protége les cellules contre les dommages liés au vieillissement et a
I'exposition environnementale. En formant un radical phénoxy stabilisé par résonance, et grace
a l'absorption des UV, le FA catalyse la formation de ce radical stable, améliorant sa capacité a
interrompre les réactions en chaine de radicaux libres (Graf, 2000).

7.3. Les flavonoides

Une classe de composés naturels présentant une structure polyphénolique distincte. Ils sont
largement présents dans une variété de fruits, de légumes et de certaines boissons. Au sein du
regne végétal, les flavonoides sont essentiels pour la pigmentation, la protection contre les UV,
et la réaction au stress environnemental. Ils sont divises en plusieurs sous-groupes, tels que les
flavones et les flavonols, chacun possédant des sources principales spécifiques (Harborne,
2013). Les recherches approfondies sur les flavonoides ont mis en lumiere leur potentiel en tant
qu'agents thérapeutiques, notamment dans le traitement de maladies telles que la maladie
d'Alzheimer. Les avancees dans la recherche sur les flavonoides, leurs applications, leur
catégorisation, ainsi que les perspectives futures continuent d'étre des sujets d'exploration

scientifique active (Harborne, 2013; Panche et al., 2016).

7.3.1. Structure et classification

La structure des flavonoides est a la fois complexe et diversifiée, mais elle repose sur un
squelette de base commun a tous les membres de cette famille de composés. Voici une

description détaillée de leur structure :

7.3.1.1. Squelette de Base

Les flavonoides sont constitués d'un cadre de 15 atomes organisé en trois anneaux, connus sous
les noms A, B, et C. Le plus souvent, I'anneau A est un cycle benzénique, tandis que I'anneau
B est également un cycle benzénique, mais varié selon les sous-classes de flavonoides. L'anneau
C, un hétérocycle oxygéné, relie les anneaux A et B (Fig. 12). Cette structure est illustrée par

le squelette de base des flavonoides (Panche et al., 2016).
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Figure 12: Structure de base des flavonoides (Panche et al., 2016)
7.3.1.2. Sous-Classes de Flavonoides

En résumé, la structure des flavonoides est caractérisée par trois anneaux de base, avec des
variations dans la liaison des anneaux, le degré de saturation et d'oxydation, ainsi que dans les
groupes fonctionnels attachés. Ces variations structurelles sous-tendent la diversité et la
complexité des fonctions biologiques des flavonoides.
Les flavonoides, selon Panche et al., (2016), constituent une vaste classe de composes
polyphénoliques présents dans les plantes, qui jouent un réle majeur dans la défense contre les
stress environnementaux et dans linteraction avec les pollinisateurs. Voici une breve
description des différents groupes de flavonoides mentionnés :
- Flavones : Ce groupe inclut I'apigénine, la lutéoline et la chrysine.
- Flavonols: Parmi les plus connus se trouvent la rutine, le kaempferol, la quercétine,
la myricétine et la fisétine.
- Flavanones : Telles que I'nespéritine, la naringénine et I'ériodictyol
- Flavanols : Ce groupe inclut des composés comme I'épigallocatéchine gallate
(EGCG), principalement présent dans le thé vert, ainsi que d'autres catéchines.
- Anthocyanines : Les anthocyanines, incluant la cyanidine, la delphinidine, la
malvidine, la pélargonidine et la péonidine,
- Chalcones : Ce groupe, incluant la phloridzine, l'arbutine, la phlorétine et la
chalconaringénine,

- Isoflavonoides : les roténoides.

7.4. Effets thérapeutiques des flavonoides

La chrysine et la rutine sont deux flavonoides qui présentent des propriétés thérapeutiques
notables. Selon Ciftci et al. (2012), la chrysine, administrée a une dose de 50 mg/kg, a réduit
la croissance des cellules de mélanome B16F10 chez des souris BALB/c, démontrant ainsi un
effet anticancéreux. De plus, dans une étude sur des rats diabétiques, des doses de chrysine de
20, 40 et 80 mg/kg par jour ont amélioré les profils lipidiques et antioxydants (Naz et al., 2019).

En outre, une recherche concernant l'exposition a la fumée de cigarette a montré une
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augmentation significative des cytokines inflammatoires et de I'expression de MPO dans les
tissus pulmonaires des volontaires. Cependant, I'administration de chrysine & des doses de 10
et 20 mg/kg par jour a efficacement neutralisé ces effets, réduisant a la fois I'inflammation et la
libération de cytokines (Naz et al., 2019). Quant a la rutine, parmi ses effets pharmacologiques,
elle a réduit I'activité des cytokines pro-inflammatoires en diminuant la production de TNF-a
et d'IL-1p dans les microglies -qui présente les cellules macrophages au niveau du cerveau-. Un
tel effet considéré utile dans le traitement de la maladie d'Alzheimer, (Wang et al., 2012).
L'activité antiasthmatique de la rutine a été étudiée chez des cobayes dans un modéle d’asthme
experimental via ’exposition l'ovalbumine en aérosol. La rutine a réduit les symptomes de
I'asthme (Jung et al., 2007). Dans une étude menée par Choquenet et al. (2008), la rutine,
intégrée a des émulsions (eau+ huile), a démontré des valeurs de facteur de protection solaire
(FPS) comparables a celles de 'homosalate. En association avec du dioxyde de titane (Ti02),

le FPS atteignait presque 30.
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Chapitre 3: L'Asthme Allergique, la maladie d'Alzheimer,
I'Hyperpigmentation et le Diabéte mellitus : leur relation avec le

stress oxydatif

1. L’asthme allergique

1.1. Les concepts de base sur I'asthme allergique

L'asthme est défini par trois caractéristiques principales : une obstruction réversible des voies
aériennes se manifestant par un rétrécissement des bronches, une inflammation chronique des
voies aériennes impliquant diverses cellules telles que les mastocytes, éosinophiles,
lymphocytes T, macrophages, neutrophiles et cellules épithéliales, et une hyper-réactivité
bronchique a différents stimuli (Lambrecht et Hammad 2015).

L'asthme peut étre affecté par divers facteurs prédisposants li¢e a ’hote et déclenchants liée a
I’environnement. Cliniquement, l'asthme se manifeste par des symptdmes tels que des
sifflements respiratoires, une dyspnée, une constriction thoracique et une toux fréquente,
surtout la nuit ou tot le matin. Bien que ces symptomes soient géenéralement lieés a une
obstruction des flux dair réversible, dans certains cas, la réversibilité peut étre incompléte
(James et Mims 2015).

L'hyper-réactivité bronchique dans I'asthme est en grande partie liée a I'inflammation des voies
aériennes, resultant de I'action coordonnée de cellules inflammatoires (James et Mims 2015).
La libération de cytokines et de chimiokines par ces cellules entraine un rétrécissement des
voies aériennes, une augmentation de la production de mucus, un cedéme vasculaire et des
Iésions des voies aériennes, autant de caractéristiques typiques de la réponse asthmatique (Fan
Chung et Adcock 2000). Ces processus inflammatoires peuvent méme entrainer des

changements structurels permanents ou un « remodelage » des voies aériennes.

1.2. Epidémiologie de I'asthme : une vue d'ensemble

L'asthme est désormais reconnu comme l'une des conditions chroniques les plus importantes
dans le monde, entrainant une morbidité considérable et dans certains cas la mortalité, imposant
un fardeau élevé sur les services de santé et les économies a I'échelle mondiale (Simpson et
Sheikh 2014). Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), cette pathologie représente
un defi significatif, affectant environ 262 millions de personnes a travers le monde en 2019.
Plus alarmant encore, cette maladie a été a l'origine de 461 000 décés a I'échelle mondiale au
cours de la méme année (Global Burden of Disease Study 2019, 2020). Il est prévu que le

nombre de personnes atteigne les 400 millions d'ici 2025 (Nunes et al., 2017).
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Les pays en développement sont particulierement touchés, pour des raisons a la fois
économiques. En effet, plus de 80 % des décés liés a I'asthme surviennent dans ces régions,
avec une prévalence d'environ 8 % dans la région de la Méditerranée orientale, selon le rapport
mondial sur I'asthme de 2014 (Global Asthma Network, 2014).

D'apres Bouayad et al. (1998) en Algérie, la prévalence de I'asthme est estimée entre 4 et 6 %
chez les adultes, et séleve a 8 a 10 % parmi les enfants, reflétant une part significative de la
population. Une étude ultérieure réalisée par Nafti et al., (2009), a révélé un taux de prévalence
global de I'asthme de 3,45 % dans la population algérienne, soulignant I'impact majeur de cette
condition chronique qui entraine le décés d'environ 1000 personnes chaque année.

1.3. Mécanismes pathophysiologiques de I'inflammation bronchique
1.3.1. Activation du systéeme immunitaire dans I'asthme

L'asthme se distingue essentiellement par une réaction inflammatoire persistante au niveau des
voies respiratoires, impliquant de maniére significative le systéme immunitaire (Lambrecht et
Hammad 2015). L'activation du systéme immunitaire dans l'asthme commence généralement
par la reconnaissance d'allergénes spécifiques par les cellules immunitaires. Ces allergénes sont
souvent des substances environnementales comme le pollen, les acariens, les moisissures ou les
squames d'animaux (Létuvé et Taillé 2013). Lorsqu'un individu sensibilisé inhale un allergéne,
les cellules dendritiques des voies aériennes capturent cet allergéne et migrent vers les
ganglions lymphatiques régionaux, ou elles présentent des fragments de l'allergéne aux
lymphocytes T naifs (Lambrecht et Hammad 2010). Cela conduit a la différenciation des
lymphocytes T naifs en lymphocytes T helper de type 2 (Th2). Les lymphocytes Th2 sécretent
un ensemble de cytokines, notamment l'interleukine-4 (IL-4), l'interleukine-5 (IL-5), et
l'interleukine-13 (IL-13), qui orchestrent la réponse immunitaire allergique (Larche et al.,
2003). L'IL-4 et I'L-13 sont particuliecrement importants pour la commutation de classe des
immunoglobulines, encourageant les lymphocytes B a produire des immunoglobulines E (IgE).
Les IgE circulantes se fixent ensuite aux récepteurs FceRI, situés sur la surface des mastocytes
et des basophiles, préparant le systtme immunitaire a une réponse rapide lors de futures
expositions a l'allergene (Larche et al., 2003 ; Evrard, 2020). Ainsi, I'asthme est une maladie
multifactorielle ou l'activation immunitaire initiale et les réponses inflammatoires persistantes
jouent un role clé dans le développement et l'aggravation des symptdmes. Les thérapies
actuelles ciblent principalement ces voies immunitaires et inflammatoires pour réduire

I'inflammation des voies respiratoires et améliorer le contr6le des symptomes.
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1.3.2. Role des cellules immunitaires et inflammatoires

Les cellules immunitaires et inflammatoires, notamment les mastocytes, les éosinophiles, les
lymphocytes T et les cellules dendritiques, jouent des roles majeurs dans I'entretien et
I'amplification de l'inflammation asthmatique (Evrard, 2020). Les mastocytes, activés par la
liaison de I'allergéne aux IgE, libérent une variété de médiateurs chimiques, tels que I'nistamine,
les leucotrienes et les prostaglandines, qui contribuent a la bronchoconstriction, a
l'augmentation de la perméabilité vasculaire et a l'attraction d'autres cellules inflammatoires
(Létuve et Taillé, 2013).

Les éosinophiles, recrutés dans les voies aériennes par I'action de I'lL-5 et d'autres chimiokines,
liberent des protéines cytotoxiques, des cytokines et des médiateurs lipidiques, aggravant
I'inflammation et causant des dommages tissulaires (Fig. 13). Les lymphocytes T, en particulier
les sous-types Th2 et Thl7, contribuent a l'inflammation en sécrétant des cytokines qui
favorisent l'infiltration et I'activation des cellules inflammatoires, ainsi que le remodelage des

voies aériennes (Létuvé et Taillé 2013).
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Figure 13: Réponse immunitaire de type Th2 dans les voies aériennes

1 .4. Mécanismes de la réaction asthmatique

Le processus allergique lié a I'asthme, qui concerne 75 a 80% des cas selon Madore et al.
(2010), implique principalement une hypersensibilité de type I, médiée par les IgE. Ce
mécanisme immunologique se déroule en deux phases distinctes, identifiées par Evrard,
(2020).
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1.4.1. Phase de sensibilisation (asymptomatique)

Pénétration de I'allergéne

Lors du premier contact, I'allergene, une fois entré dans I'organisme, peut directement interagir
avec les cellules immunitaires situées dans les tissus des voies respiratoires (Fig. 14). La surface
des voies aériennes est bordée d'une couche de mucus qui piege les particules étrangeres et de
cils qui aident a les déplacer vers I'extérieur du corps. Cependant, malgré ces défenses, les
allergénes peuvent pénétrer cette premiere barriére et s'installer dans les tissus périphériques ou
ils seront ensuite capturés par les cellules immunitaires (Madore et al., 2010).

Capture et présentation par les cellules dendritiques

Les allergénes, une fois infiltrés, sont capturés par les cellules dendritiques dans les tissus
périphériques, puis migrent vers les ganglions lymphatiques ou elles présentent des fragments
de l'allergene aux lymphocytes T CD4 naifs (Sicherer et Sampson 2018). Cette interaction
déclenche la differenciation des lymphocytes T en cellules Th2, qui sécrétent des cytokines
telles que I'lL-4 (Lambrecht et Hammad 2015). L'IL-4 favorise la transformation des
lymphocytes B en plasmocytes, qui produisent des IgE spécifiques a I'allergéne, initiant ainsi

la réponse allergique (Madore et al., 2010).
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1.4.2. Phase de déclenchement (symptomatique)

Lorsqu'un individu sensibilisé est a nouveau exposé a un allergéne, deux phases se déclenchent
: la phase immédiate et la phase tardive (Madore et al., 2010).

Phase immédiate

La réaction allergique se déclenche quelques minutes aprés la réexposition a l'allergéne (Fig.
15), mettant en jeu les mastocytes et les polynucléaires basophiles (PNB) pré-sensibilisés. Ces
cellules, grace aux IgE spécifiques a l'allergene sur leur surface, reconnaissent rapidement
I'allergene (Gould, 2008). Leur activation résulte du pontage de deux IgE par un allergéne
multivalent, déclenchant ainsi leur dégranulation et la libération d'histamine (Church et
al.2017). Cela entraine rapidement des symptémes comme la bronchoconstriction, la
vasodilatation et I'eedéme. Environ une heure apres, la production de médiateurs néosynthétisés
tels que les leucotriénes et les prostaglandines intensifie et prolonge ces effets allergiques
(Sirois, 2019).

Phase tardive

Commence entre 6 et 12 heures aprés l'exposition a l'allergene (Fig.15). Cette étape est
caractérisee par une infiltration des cellules inflammatoires, en particulier des polynucléaires
éosinophiles (PNEo), dans les tissus affectés. Les PNEo sont principalement attirés par
l'interleukine 5 (IL-5) et sont activés par les complexes immuns formés entre les IgE et
l'allergene, via le récepteur RFcell (Stone et al., 2010). Une fois activés, les PNEo dégranulent,
libérant des médiateurs pro-inflammatoires qui causent des lésions tissulaires et exacerbant

I'inflammation (Patelis et al., 2016).
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1.5. Physiopathologie de I'asthme

1.5.1. Inflammation des voies aériennes

C'est le processus central dans I'asthme, entrainant une hyperactivité des voies aériennes et une
limitation du flux d'air. Elle est causée par une réponse immunitaire exacerbée menant a
I'infiltration des voies aériennes par des cellules inflammatoires telles que les lymphocytes T,
les éosinophiles et les mastocytes. Ces cellules liberent des médiateurs inflammatoires, tels que
les cytokines et les leucotrienes, qui contribuent a I'eedéme de la muqueuse, a la production de

mucus et & la bronchoconstriction (Holgate, 2002).

1.5.2. Obstruction et cedéme des voies aériennes

Dans l'asthme, L'obstruction des voies aériennes, quant a elle, est provoquee par une
combinaison de bronchoconstriction, d'cedéme de la paroi des voies aériennes et de production
excessive de mucus. Le rétrécissement des voies aeriennes, principal événement physiologique,
perturbe fortement le flux d'air en réponse a divers stimuli, notamment les allergenes qui
activent un mécanisme dépendant des IgE. Cette activation entraine la libération de médiateurs
tels que I'histamine et les leucotrienes par les cellules mastocytaires, causant une contraction
des muscles lisses (Busse et Lemanske 2001). De plus, les Anti-Inflammatoires Non
Stéroidiens (AINS) peuvent induire une bronchoconstriction non-médiée par les IgE
(Stevenson et Szczeklik 2006). Le degré de réponse des voies aériennes est également
influencé par l'inflammation des voies respiratoires et possiblement par le stress, bien que les
mécanismes exacts de ce dernier restent a definir. De plus, I'eedéme des voies a€eriennes,
exacerbé par une inflammation chronique, réduit significativement le diameétre des voies
respiratoires, aggravant l'obstruction et la sécrétion de mucus et la formation de bouchons de

mucus obstruant les conduits aériens.

1.5.3. L'Hyper-réactivité bronchique

L’hyper-réactivité (HBR), résultant d'une réaction bronchoconstrictive amplifiée, représente un
trait distinctif majeur de I'asthme, bien qu'elle ne lui soit pas exclusivement réservée. En effet,
elle est également présente dans plus de 50% des cas de rhinite chronique et dans certaines
formes de bronchite chronique. Les origines de I’hyper-réactivité sont multiples, incluant
I'inflammation, la dysrégulation neurologique, et les changements structurels au sein des voies

aériennes (Sicherer et Sampson 2018). Principalement, I'inflammation est reconnue comme
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un déterminant significatif du niveau de I’hyper-réactivité soulignant I'importance de la prise
en charge globale des troubles respiratoires en ciblant spécifiquement Il'inflammation pour
améliorer la fonction respiratoire et le contréle des symptémes (Bernstein et Levy, 2014).

1.5.4. Remodelage des voies aériennes

L'inflammation chronique liées a I’asthme, peut causer des altérations structurelles permanentes
dans les voies aériennes, menant a I'épaississement des parois, I'augmentation de la masse
musculaire lisse, et la fibrose, réduisant ainsi la fonction pulmonaire et aggravant l'asthme
(Tillie-Leblond et al., 2004) (Fig. 16). Dans l'asthme sévere, ce processus, nommé
"remodelage bronchique”, inclut des Iésions épithéliales, une infiltration cellulaire, et une
hyperplasie des glandes a mucus, contribuant a I'obstruction des voies aériennes et

potentiellement irréversible sans traitement appropriée de la maladie (Létuvé et Taillé, 2013).
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Figure 16: Physiopathologie de 1'asthme (Anne-Charlotte Navarro, 2017)

1.6. Asthme allergique et stress oxydatif
L'asthme, caractérisé par une inflammation chronique et une hyperréactivité des voies

aériennes, est significativement influencé par une augmentation des espéces réactives de
l'oxygene et de l'azote, principalement produites par les cellules immunitaires telles que les
macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles (Comhair et al., 2009). L'activation de ces
cellules entraine une libération accrue d'EROSs, contribuant directement a la détérioration de la
fonction pulmonaire (Sahiner et al., 2011). Cela se manifeste par une augmentation de
I'hyperréactivité bronchique, une production exacerbée de mucus, et la libération de divers
médiateurs chimiques pro-inflammatoires (Barnes, 1990). Le mécanisme sous-jacent a

I'implication des cellules immunitaires dans I'asthme révele la production de 1’anion superoxyde
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(0%) et de peroxyde d'hydrogéne (H.02) par des complexes enzymatiques comme la NADP
oxydase, la xanthine oxydase et au travers des processus de respiration des mitochondries.
L'anion superoxyde, un type d'EROs, se transforme naturellement ou enzymatiquement en
H20, (Sahiner et al., 2011). Ces composés participent a la création de radicaux libres
hautement cytotoxiques, tels que le radical hydroxyle (*OH). Par l'action de leurs peroxydases,
les cellules immunitaires catalysent l'interaction du H202 avec le chlorure (CI"), formant ainsi
de l'acide hypochloreux (HOCI). De méme, I'0% peut réagir avec le NO pour former le
peroxynitrite (ONOQO"), un ERO particulierement puissant, ce qui contribue a exacerber
I'inflammation et la sensibilité des voies respiratoires (Dworski et al., 2000 ; Sahiner et al.,
2011). Parallelement, le stress oxydatif affecte négativement la fonction béta-adrénergique
pulmonaire, augmentant la sensibilité des muscles lisses des voies aériennes et favorisant ainsi
des épisodes d'hyperréactivité et de bronchospasme (Dworski et al., 2000). L'impact du stress
oxydatif dans l'asthme est également mis en évidence par la diminution des capacités
antioxydantes dans les voies aériennes des patients asthmatiques. Des études montrent que les
niveaux d'enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxydase (GPx), la superoxyde
dismutase (SOD) et catalase (CAT) ainsi que des composants non enzymatiques tels que le
glutathion reduit (GSH), sont significativement réduits. Cette réduction de la défense
antioxydante rend les voies aériennes plus vulnérables aux dommages oxydatifs, aggravant
ainsi les symptémes de I'asthme (Zemmouri et al., 2017; Khaldi et al., 2018; Rouibah et al.,
2019). Dans ce contexte, une approche thérapeutique ciblée sur la réduction du stress oxydatif
et le renforcement des défenses antioxydantes des voies aériennes, en paralléle avec le controle
de l'inflammation et de I'hyperréactivité bronchique, pourrait offrir une stratégie prometteuse
dans la gestion de l'asthme. La compréhension approfondie des interactions entre les cellules

immunitaires et le stress oxydatif dans I'asthme.
1.6.1. Traitement actuel de la maladie d’asthme

De nombreuses entreprises pharmaceutiques recherchent de nouveaux traitements pour
I'asthme. Les thérapies actuelles, incluant les bronchodilatateurs, ne traitent pas les processus
inflammatoires sous-jacents de l'asthme et requiérent souvent l'usage de corticostéroides
(Ramshaw et al., 2001). Bien que les corticostéroides soient efficaces pour réduire
I'inflammation en agissant sur les genes pro-inflammatoires, leur utilisation a long terme est
limitée en raison des effets secondaires, particulierement chez les enfants. Ainsi, la recherche

continue pour trouver des traitements plus sirs et efficaces (Ramshaw et al., 2001).
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1.6.2. Polyphénols et sesquiterpénes en tant qu'antiasthmatiques et anti-inflammatoires

Les polyphénols, incluant les flavonoides, modulent efficacement le systeme immunitaire en
réduisant I'activation du complément et en diminuant la réponse inflammatoire. A faibles doses,
ils peuvent stimuler l'immunité, particulierement chez les personnes immunodéprimées
(Karnouf, 2009). Leur role dans le contr6le de I'asthme inclut la captation des radicaux libres
et l'inhibition de la libération d'histamine, ce qui aide a prévenir les symptdmes asthmatiques
(Ghedira, 2005). L'alpha-humulene, un sesquiterpéne, se distingue par ses effets anti-
inflammatoires, réduisant le recrutement des éosinophiles et la production de cytokines
inflammatoires dans les modeles d'inflammation allergique des voies respiratoires (Rogerio et
al., 2009). Le cadinene, un autre sesquiterpene, est étudié pour ses propriétés anti-
inflammatoires potentielles (Egas et al., 2015), suggérant un réle possible dans la réduction de
I'inflammation associée a diverses conditions, y compris l'asthme. Ensemble, ces composes
naturels offrent un potentiel thérapeutique significatif pour lutter contre I'asthme et les réponses

inflammatoires, soutenant l'utilisation de traitements plus naturels et ciblés pour ces affections.
2. La maladie d’Alzheimer

2.1. Définition et pathologie

La maladie d'Alzheimer (MA) est un trouble neurodegénératif progressif, représentant la forme
la plus répandue de démence, principalement observée chez les personnes agees. Elle se
caractérise par la dégradation progressive des fonctions cognitives, entrainant une perte de
mémoire, des troubles du langage, une désorientation, ainsi que des changements de
personnalité et de comportement (Yiannopoulou et Papageorgiou 2013). Actuellement, plus
de 50 millions de personnes souffrent de démence dans le monde, un chiffre qui devrait doubler
tous les vingt ans, atteignant 150 millions d'ici 2050 (Martins et al., 2019). Identifiée pour la
premiére fois en 1906, la MA n'a été reconnue que sept décennies plus tard comme une cause
courante de démence et un important facteur de mortalité, devenant des lors un sujet majeur de
recherche (Waldemar et al., 2017). Pathologiquement, la MA se caractérise par une perte
neuronale et synaptique dans le cortex cérébral, particulierement dans les lobes temporaux et
pariétaux, ainsi que dans certaines régions du cortex frontal et de I'hippocampe. Cette
dégeénérescence est accompagnée d'une atrophie cérébrale, de la formation de dégénérescences
neurofibrillaires (NFT) intracellulaires et de dépbts amyloides extracellulaires, connus sous le
nom de plaques. Ces dernieres sont principalement constituées d'agrégats du peptide amyloide-

béta (AP), les oligomeres solubles de AP étant considérés comme toxiques. Les NFT, constitués
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de protéine tau hyperphosphorylée, ne sont pas exclusifs a la MA, puisqu'ils se retrouvent dans
d'autres pathologies neurodégénératives (Waldemar et al., 2017). Avec le temps, la MA méne
a des dommages et a la perte de neurones dans différentes parties du cerveau, affectant non-
seulement les fonctions cognitives mais aussi les capacités motrices de base, comme la marche
et la déglutition, conduisant finalement & une dépendance totale et & une issue fatale. La
compréhension et l'intervention dans la progression de la MA sont impératives, étant donné
I'impact profond de la maladie sur les patients, les familles et les systemes de santé a travers le
monde (Cassidy et al., 2020). Les signes pathologiques de la maladie d'Alzheimer comprennent
I'accumulation de plaques d'amyloide-béta (AP) et de dégénérescences neurofibrillaires de tau

dans le cerveau, entrainant une perte neuronale et une atrophie cérébrale (Martins et al., 2019).

2.2. Mécanisme moléculaire dans le cerveau en état normal

Dans le cadre normal du fonctionnement cérébral (Fig. 17), la séquence de traitement de la
Protéine Précurseur d'Amyloide (APP) par l'a-secrétase et la y-secrétase, appelée voie non-
amyloidogene, est fondamentale. Initialement, I'APP est clivée par 'a-Secrétase, engendrant la
Protéines Precurseurs Amyloides Solubles Alpha (sAPPa), une protéine soluble qui favorise la
plasticité et le développement neuronal (Turner et al., 2003). Ce processus se poursuit avec le
clivage de sAPPa par la y-secrétase, générant I'AICD (Domaine Intracellulaire C-terminal de
la Protéine Précurseur de I'Amyloide), indispensable pour la régulation de la transcription
neuronale et la translocation (Sastre et al., 2001). La capacité des récepteurs neuronaux a
s'ouvrir aux ligands permet une transmission efficace des impulsions nerveuses, un aspect
essentiel de I'état normal du cerveau. La maintenance de I'homéostasie de la transmission
synaptique est assurée par le transport du glucose et des ions tels que Na* et Ca?* a travers les
transporteurs et récepteurs spécifiques, notamment les récepteurs NMDA et AMPA. Enfin, la
neurotransmission entre les neurones est facilitée par I'interaction de l'acétylcholine avec les
récepteurs nicotiniques et muscariniques (NnAChRs et MAChRS), mettant en lumiere le réle vital
de ces molécules complexes dans le maintien des fonctions cérébrales normales (Siddappaji
et Gopal, 2021).

Alzheimer’s Brain Normal Brain

Figure 17: Comparaison macroscopique entre un cerveau normal et celui d un patient MA
Un cerveau normal (a droite) comparé a un cerveau atteint de la maladie d'Alzheimer (& gauche). Notez les changements de
taille et la rétraction dus a la perte de cellules cérébrales dans le cerveau atteint d'Alzheimer (Verma et Chen 2016).
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2.3. Mécanisme moléculaire dans le cerveau en cas de maladie d'Alzheimer

La pathophysiologie de la maladie d'Alzheimer est caractérisée par deux processus principaux.
Le premier concerne I'accumulation de plaques amyloides, débutant par un dysfonctionnement
dans le traitement de la protéine précurseur amyloide (APP) ou la B-secrétase (BACE-1) produit
des fragments de sAPPP. Ces fragments sont ensuite convertis en peptides AP, notamment
AB40 et AB42, qui s'agglomérent pour former des oligoméres, protofibrilles et finalement des
plaques séniles perturbant les fonctions neuronales (Bloom et al., 2014 ; Siddappaji et Gopal,
2021). Le second processus est I'nyperphosphorylation de la protéine tau, qui normalement
stabilise les microtubules (Dimitrov et al., 2013 ; Bloom et al., 2014). Dans I'Alzheimer, Tau
devient hyperphosphorylée et se détache des microtubules, déstabilisant ainsi les neurones et
contribuant a leur mort. Ces tau hyperphosphorylées s'agregent en dégénérescences
neurofibrillaires (NFTSs), aggravant I'atrophie cérébrale et le déclin cognitif. Ces deux processus
sont accompagnés d'un dommage oxydatif significatif, marquant les étapes clés de la
progression de I'Alzheimer (Waldemar et al. 2017).

2.4. Role du Stress Oxydatif dans la Pathogenése et la Progression de la Maladie
d’Alzheimer

Le cerveau, avec son activité métabolique ¢élevée et sa capacité¢ limitée a la régénération
cellulaire, est extrémement vulnérable aux dommages oxydatifs, particuliecrement dans des
maladies neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la
sclérose latérale amyotrophique (Verma et Chen 2016). Dans la MA, les mécanismes de
défense antioxydants sont souvent insuffisants face a l'augmentation des especes réactives de
l'oxygene (ROS), ce qui conduit a une réduction de l'activité des enzymes antioxydantes et des
niveaux d'antioxydants, exacerbant la production de ROS (Cassidy et al.,, 2020). Cette
surproduction de ROS est amplifiée par des dysfonctionnements mitochondriaux et la
perturbation de 'homéostasie des ions métalliques, qui favorisent l'agrégation de 1'amyloide-
béta et de la protéine tau phosphorylée, accélérant ainsi la neurodégénérescence et la
progression de la maladie. Les dommages oxydatifs affectent également les macromolécules
comme les lipides, 'ADN et les protéines, contribuant & I'inflammation, a l'altération de la
fonction cellulaire, et a 'agrégation pathologique des protéines, qui ensemble jouent un rdle clé

dans les processus pathologiques observés dans la MA (Luca et al., 2015).

2.5. Traitement actuel de la maladie d’Alzheimer

Actuellement, les options thérapeutiques pour la maladie d'Alzheimer (MA) incluent des
médicaments qui ciblent principalement les symptdmes de légére a modérée intensité, tels que
les inhibiteurs de [l'acétylcholinestérase (donépézil, rivastigmine, galantamine) et les
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antagonistes des récepteurs N-Methyl-D-Aspartate (NMDA) comme la mémantine
(Yiannopoulou et Papageorgiou 2013; Martins, et al. 2019). Ces médicaments visent a
restaurer les voies cholinergiques et a réduire la neurotoxicité du glutamate, respectivement.
Cependant, ils n'offrent qu'une efficacité limitée et sont souvent accompagnés d'effets
secondaires comme les nausées et la bradycardie. En outre, certains patients peuvent ne montrer
aucune amélioration suite au traitement (Lleo et al., 2006). Parallelement, des anticorps
monoclonaux tels que le bapineuzumab, le solanezumab, le gantenerumab et le crenezumab
sont en cours d'exploration pour leur capacité a prévenir les dépdts amyloides, une
caracteéristique pathologique de la MA (Peng et al., 2023). Malgré le potentiel des thérapies
combinées et l'intérét pour les nouvelles cibles thérapeutiques, les régimes actuels ne permettent
pas encore un traitement complet de la MA, soulignant la nécessité d'une recherche continue
pour développer des options thérapeutiques plus efficaces et mieux tolérées.

2.6. Médicaments et thérapeutiques dérivés naturellement

Actuellement, les herbes sont parmi les médicaments les plus efficaces utilisés pour traiter et
atténuer la progression de nombreuses maladies telles que le diabete, le cancer et les maladies
neurologiques comme la MA. Récemment, les produits naturels sont devenus tres populaires
comme complément ou médecine alternative en raison de leur efficacité et de leurs moindres
effets secondaires (Noori et al., 2021). De nombreuses études scientifiques ont rapporté des
effets bénéfiques des produits naturels dans le traitement de la MA en utilisant des modeles
animaux appropriés (Manoharan et al., 2016). Plusieurs agents naturels tels que les vitamines
C, E, la lutéoline, la mélatonine, le curcumin, la quercétine, le resvératrol, I'huperzine A et
I'acide rosmarinique ont été utilisés chez les patients atteints de MA et ont montré des résultats
utiles (Noori et al., 2021).

2.6.1. Polyphénols en tant d’antioxydants dans la maladie d'Alzheimer

Les composes phénoliques servent d'antioxydants, protégeant les tissus en neutralisant les
oxydants endogénes ou en inhibant la production de ROS (Uriarte-Pueyo et Calvo 2011).
Capables de traverser la barriere hémato-encéphalique, les polyphénols peuvent exercer des
effets neuroprotecteurs in vitro (Johnson et al., 2019). Des polyphénols comme le resvératrol,
la myricétine, la rutine et la quercétine ont montré des effets bénéfiques contre la MA en raison
de leurs propriétés antioxydantes et anti-amyloidogénes. Ces substances naturelles continuent
d'étre étudiées pour leur potentiel thérapeutique contre la MA (Cassidy et al., 2020). De plus,
certains polyphénols semblent moduler les voies de signalisation liées a I'inflammation, un autre

facteur clé dans la progression de la maladie d'Alzheimer.
45



2.6.2. Polyphénols en tant d’inhibiteurs de I'acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase est I'enzyme clé qui termine l'impulsion nerveuse aux synapses
cholinergiques par I'hydrolyse rapide de I'acétylcholine (ACh), un neurotransmetteur présent
dans l'espace synaptique, maintenant ainsi la transmission normale des impulsions nerveuses.
(Mukherjee et al., 2007 ; Colovic et al., 2013). D’aprés I'hypothése cholinergique de la
maladie d'Alzheimer (MA), au début de la maladie, les systemes cholinergiques du cerveau
frontal sont touchés, entrainant une perte des neurones cholinergiques et par la de la synthése
de I'Ach. En conséquence, la mémoire du patient se dégrade et les fonctions cognitives et non-
cognitives sont altérees (Yiannopoulou et Papageorgiou 2013).

Par conséquent, restaurer les niveaux d'acétylcholine en inhibant I'AChE est devenu le
traitement principal pour les déficits cognitifs de la MA (Fig.18). En bloquant I'enzyme AChE,
la décomposition de l'acétylcholine est empéchée, prolongeant ainsi sa fonction dans les
synapses (Trinh et al., 2003). L'inhibition de I'AChE est benéfique non-seulement pour
I'amelioration de la transmission cholinergique dans le cerveau, mais aussi pour réduire
l'agrégation du B-amyloide et la formation des fibrilles neurotoxiques dans la MA (Bartolini et
al., 2003).

Jusqu'a présent, quelques inhibiteurs de I'AChE, tels que le donépézil, la rivastigmine et la
galantamine, ont été approuvés pour traiter la MA. Ces inhibiteurs représentent actuellement
les médicaments les plus couramment utilisés contre la MA, mais ils ne parviennent pas a
empécher I'évolution compléte de la maladie et présentent d'importants effets secondaire (Xie
et al., 2017).

Au cours des derniéres décennies, les chercheurs ont mis au point de nouveaux inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase (AChE), notamment des inhibiteurs multifonctionnels efficaces aussi
contre la démence vasculaire. Parallelement aux méthodes de synthese chimique, I'intérét pour
les plantes comme sources de nouveaux agents thérapeutiques a augmenté (Kavirajan et
Schneider 2007). Cette recherche a permis de découvrir plusieurs phytochimiques, tels que les
alcaloides, les curcumines, les stilbénes et les flavonoides, qui inhibent efficacement I'AChE.
Les flavonoides, en particulier, sont devenus un centre d'intérét majeur en raison de leur
puissante activité inhibitrice et de leur faible toxicité (Khan et al., 2018).

Un autre groupe de chercheurs a montré que deux flavonoides, la rutine et la quercétine, isolés
de Dimorphandra gardneriana, révélaient un nouveau mécanisme d'action de lactivité
leishmanicide aux stades promastigote et amastigote. Ces flavonoides inhibaient I'nydrolyse de

I'acétylcholine (Lenta et al., 2007). Selon Szwajgier et al. (2020), ainsi que dans de nombreux
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travaux d'autres auteurs, les composeés isolés tels que la rutine, la quercétine et le kaempférol se
sont révélés étre des inhibiteurs efficaces de I'AChE et de la BChE. De plus, d'autres études ont
démontré l'activité anti-AChE de la quercétine in vivo dans le tissu cérébral de poissons zébres
dans des modéles de maladie d'Alzheimer (Mani et al., 2018 ; Rishitha et Muthuraman,
2018). En outre, Zhang et al. (2018) ont indiqué que la quercétine, la rutine et le kaempférol

se lient au site actif de 'AChE humaine avec des interactions autour de certains résidus dans la
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Figure 18: Fonction et inhibition de 1'enzyme acétylcholinestérase par les médicaments et les

flavonoides (Khan et al., 2018)

3. Le Diabeéte sucré

3.1. Définition

Le diabete sucré est un trouble métabolique résultant de I'incapacité a produire suffisamment
d'insuline ou a y répondre de maniere efficace. Cette déficience provoque des niveaux
anormalement élevés de glucose dans le sang, entrainant de graves conséquences telles que des
dommages aux nerfs et aux vaisseaux sanguins, des maladies cardiaques, des troubles rénaux
(Adeghate et al., 2006). Le diabéte de type 1, représentant 5-10 % des cas, implique une
réponse auto-immune qui détruit les cellules béta-productrices d'insuline dans le pancréas,
menant a une carence en insuline. Cette forme se manifeste généralement chez les jeunes
individus. A l'inverse, le diabéte de type 2, qui constitue plus de 85 % de tous les cas de diabéte,
est principalement caractérisé par une résistance a l'insuline, ou les cellules du corps ne

répondent pas efficacement a I'insuline (Lee et al., 2014 ; Sekiou et al., 2018).
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3.2. Le Diabéte sucré et le Stress Oxydatif

Le stress oxydatif dans le diabéte sucré résulte principalement de I'oxydation du glucose qui
provoque un désequilibre entre les antioxydants et les pro-oxydants, augmentant la production
d'espéces réactives de l'oxygene (Dandu et Inamdar, 2007). Les mécanismes non-
enzymatiques ont un impact notable, ou I'hyperglycémie provoque la réaction du glucose avec
les protéines, ce qui conduit a la formation de produits de glycation avancée (AGE), qui
augmentent la production de ROSs par le biais d'une signalisation cellulaire modifiée. Des
sources enzymatiques comme la xanthine oxydase et la NAD(P)H oxydase jouent un réle
important dans la génération des ROS a travers des voies telles que la voie du polyol, qui
convertit I'excés de glucose en sorbitol, augmentant les ROSs (Davies, 1987 ; Valko et al.,
2009). Le stress oxydatif est aussi associé a la peroxydation lipidique, se manifestant par une
élévation de pro-oxydants tels que la ferritine et résultant en une production accrue de composes
comme les F2-isoprostanes (Davies, 1987 ; Valko et al., 2009). La chaine respiratoire
mitochondriale agit également comme une source de ROSs, particulierement dans des
conditions hyperglycémiques, ou elle produit principalement du superoxyde, exacerbant le

stress oxydatif et contribuant aux complications du diabéte (Kowluru et Chan, 2009).

3.3. Médicaments et thérapeutiques dérivés naturellement
3.3.1. Antioxydants naturels

Les carences en antioxydants les plus couramment observées chez les personnes diabétiques
incluent des niveaux réduits d'ascorbate, de glutathion et de superoxyde dismutase (Jialal et
al., 2002). Par conséquent, les plantes riches en composés antioxydants puissants jouent un role
majeur dans la gestion des conditions affectées par le stress oxydatif, telles que le diabéte sucré
(DM). De nombreuses études ont examiné l'impact de ces végétaux et de leurs constituants
antioxydants sur le diabéte et ses complications associées, obtenant des résultats positifs.
(Sekiou et al., 2018) ont démontré que I'extrait aqueux d'Artemisia herba-alba présente des
effets bénéfiques sur le diabéte grace a ses propriétés hypoglycémiques et antioxydantes,
augmentant les niveaux de GSH, SOD, CAT, GPx, et GST dans le foie et réduisant la

peroxydation lipidique.
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3.3.2. L’ Alpha-Amylase et son réle dans la cible thérapeutique antidiabétique

Les enzymes digestives, telles que 'a-amylase pancréatique et 1'a-glucosidase, jouent un role
clé dans la digestion des glucides, transformant les amidons complexes en glucose absorbable.
Cependant, une activité excessive de ces enzymes peut provoquer une augmentation des
niveaux de glucose dans le sang, menant a I'nyperglycémie (Whitcomb et Lowe, 2007). Dans
ce contexte, 'inhibition de I'a-amylase s'est révélée étre une stratégie thérapeutique importante,
en limitant la conversion des amidons en sucres et en contrélant les niveaux de glucose
postprandiaux. En tant que métalloenzyme dépendante du Calcium, l'a-amylase catalyse
I'hydrolyse des liaisons glycosidiques a-1,4 dans les amidons, les transformant en molécules de
sucre plus petites, ce qui peut augmenter les niveaux de glucose sanguin apres les repas. Cette
conversion excessive, notamment en Il'absence d'une action insulinique adequate, conduit a
I'hyperglycémie (Whitcomb et Lowe, 2007). Les médicaments tels que I'Acarbose®, le
Miglitol® et la Voglibose® inhibent cette conversion en bloquant I'activité de I'a-amylase et de
l'a-glucosidase, limitant ainsi l'absorption des glucides et aidant a réguler les niveaux de sucre
dans le sang. En plus, la recherche s'intéresse aux extraits de plantes riche en polyphénols et les
tannins, qui inhibent naturellement I'a-amylase, proposant ainsi une alternative moins

vulnérable aux effets secondaires que les medicaments synthétiques (Algahtani et al., 2019).
3.3.3. Les polyphénols inhibiteurs de I’Alpha-Amylase

Dans le traitement du diabéte de type 2, les polyphénols sont étudiés pour leur capacité a ralentir
I'absorption du glucose. Ces composés naturels, trouvés en abondance dans notre régimes
alimentaires ciblent spécifiquement les enzymes digestives clés : la a-amylase et la a-
glucosidase. Leur action consiste a ralentir la dégradation des glucides, réduisant ainsi les pics
de glycémie aprés les repas, un probleme courant chez les personnes diabétiques (Papoutsis et
al., 2022 ; Naz et al., 2023). Les études suggérent que certains polyphénols spécifiques, tels
que l'acide férulique, I’hespéridine, la narenginine, I'épicatéchine et la quercétine, ne se
contentent pas simplement de s'associer avec les enzymes, mais modifient leur fonctionnement,
empéchant ainsi efficacement la transformation des glucides en sucres simples. Cette
interaction directe avec les sites actifs des enzymes peut potentiellement bloquer leur activité,

contribuant a une meilleure régulation du sucre dans le sang (Rasouli et al., 2017).
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4. L’hyperpigmentation

4.1. Définition et pathologie

L'hyperpigmentation représente une condition cutanée répandue résultant d'une production
excessive de mélanine, conduisant a l'assombrissement de certaines zones de la peau. Ce
phénomeéne est souvent percu comme une source d'inquiétude esthétique majeure,
particulierement chez les femmes (Mirmortazavi et al., 2019).

La mélanine, pigment principal de la peau et des cheveux, est produite par les mélanocytes
situés dans la couche basale de I'épiderme et vise principalement a protéger contre les effets
nocifs des rayons UV (Kurpejovi¢ et al., 2021). Cependant, une surproduction de mélanine,
due a des facteurs tels que les rayons UV, les inflammations cutanées, les frottements ou des
déséquilibres hormonaux, peut entrainer diverses formes d'hyperpigmentation telles que le
mélasma, les taches de vieillesse, les lentigines ou les éphélides (Souilah, 2021).

La production accrue de mélanine en réponse a I'exposition UV, en particulier, met en évidence
les mécanismes déclencheurs de I'hyperpigmentation, notamment une multiplication des
mélanocytes et une augmentation de l'activité des enzymes mélanogenes, telles que la

tyrosinase.

4.2. Stress oxydatif et la pigmentation cutanée

Les facteurs environnementaux tels que les polluants, I'exposition quotidienne au soleil, la
fumee et les xénobiotiques augmentent la production d'especes réactives de I'oxygene dans le
corps. Ces ROSs externes perturbent les defenses antioxydantes de la peau, entrainant un stress
oxydatif dans I'épiderme. Ce stress oxydatif contribue au vieillissement de la peau induit par le
soleil, a la carcinogenese, a l'inflammation et a la prolifération cellulaire (Liyanaarachchi et
al., 2018). L'exposition aux UV provoque une interaction entre les UV et les chromophores
cellulaires comme I'ADN et la mélanine. Cela entraine un transfert d'énergie qui rend les
électrons des chromophores instables. Les molécules peuvent se stabiliser en libérant de
I'énergie, entrainant des modifications de I'ADN et d'autres structures cellulaires, ce qui cause
des dommages oxydatifs et des altérations génétiques (Randhawa et al., 2015). Lorsque les
photosensibilisateurs activés par les UV transférent leur énergie a I'oxygéne moléculaire, cela
produit de l'oxygéne singulet, une forme réactive qui interagit principalement avec des
molécules ayant des doubles liaisons électroniques, comme la tyrosine. Cette interaction
déclenche des changements biologiques notables dans la cellule, affectant des processus comme
la réponse au stress oxydatif et modulant diverses voies de signalisation cellulaire (Bertrand,
2017). En outre, les UVB et les UVA affectent difféeremment la peau : les UVB affectent
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principalement I'épiderme et les kératinocytes, tandis que les UV A pénétrent plus profondément
et sont associés a une augmentation de la production de mélanine et de l'activité de la tyrosinase,
conduisant a une hyperpigmentation due & une augmentation du nombre de mélanocytes et a

une intensification de I'oxydation de la L-tyrosine en L-dopa (Randhawa et al., 2015).

4.3. Approches thérapeutiques de I'hyperpigmentation
4.3.1. Polyphénols inhibiteurs de la Tyrosinase

Les polyphénols, en particulier les flavonoides tels que la quercétine, la lutéoline, la baicaléine
et la chrysine, jouent un r6le clé dans la régulation de la santé cutanée en inhibant la tyrosinase,
une enzyme essentielle du processus de mélanogenése. Ces composés naturels protégent
également contre le stress oxydatif, lié a plusieurs maladies de la peau comme le vitiligo et le
psoriasis (Souilah et al., 2021).

Les extraits phénoliques de Citrus sinensis contiennent de I'nespéridine (242,3 + 1,54 ug/g), du
rutin (62,51 = 0,86 ug/g) et de la quercétine (20,85 + 0,48 pg/g). L'activité inhibitrice de la
tyrosinase est de 41,59 * 0,95 %, comparée a 75,27 + 0,56 % pour l'acide kojique (Tamfu et
al., 2022). Selon Farasat et al. (2020), I’évaluation in silico de I'effet inhibiteur de la tyrosinase,
a savoir la chrysine, le kaempférol, la naringine et la quercétine montre que la naringine est le
plus efficace des quatre flavonoides testés, ce qui en fait un candidat idéal comme agent de

blanchiment pour le traitement des troubles cutanés.
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Mateériel et Méthodes



Matériel et Méthodes

1. Objectifs de I’étude

Les objectifs principaux de cette recherche sont :

1. caractériser les principaux composants phytochimiques présents dans les extraits acétate

d'éthyle et n-butanol, obtenus a partir des feuilles de la plante Juniperus oxycedrus.

2. mettre en évidence, a travers une exploration in vitro, les propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoires, phytoprotectrices, anti-enzymatiques : anti-Alzheimer, anti-diabétique,

anti-tyrosinase et anti- uréase et attribuées a la plante, a I'huile de cade ainsi qu'aux extraits

concernés, comme il est illustré dans la (Fig. 19).

3. vérifier I'efficacité de I'huile de cade par le gavage d’une dose de 1 ml/Kg/jours, utilisant

des rats Wistar préalablement sensibilisés a l'ovalbumine dans le cadre d'un modéle

d'asthme expérimental. Le protocole utilis¢ est illustré dans la (Fig. 20).
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Figure 19: Schéma récapitulatif du protocole expérimental in vitro
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Figure 20: Schéma récapitulatif du protocole expérimental in vivo
2. Matériel végétal

Les parties aériennes de Juniperus oxycedrus L. ont été récoltées en mars 2019 a partir de la
région d'Abdelaziz, située dans la province de Jijel (36°50'45.7"N 6°01'45.4"E, Algérie). Le
professeur Zaafour Moncef, du Département de Biologie a ['Universit¢é Badji Mokhtar
d'Annaba, Algérie, a procédé a l'identification botanique de la plante. Apres récolte, les
¢chantillons ont été séchés a l'air libre dans un lieu sombre. Les feuilles ont ensuite été détachées
des tiges et broyées en poudre fine, puis stockées soigneusement dans un endroit sec pour
l'extraction. Concernant I'huile de cade, sa production traditionnelle s'appuie sur une distillation
directe a la vapeur des bois et des branches de Juniperus oxycedrus. Ces derniers sont collectés
le long de la cote méditerranéenne orientale de 1'Algérie et sont commercialisés par les

herboristes locaux.

3. Extraction

Les parties aériennes séchées de J. oxycedrus (25g) ont été soumises a une macération répétée
trois fois avec 200 mL d’une solution hydro-alcoolique (80% de méthanol, 20% d'eau distillée)
a température ambiante. Cette opération a été réalisée dans l'obscurité, avec une agitation
constante pendant les 48 heures. Les solutions obtenues ont ensuite été filtrées a travers un
papier filtre Whatman n° 1, puis le solvant a été éliminé sous pression a l'aide d'un évaporateur
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rotatif. Apres filtration, la phase aqueuse restante a été extraite deux fois successivement pour
chaque solvant de polarité croissante : 100 ml d'éther de pétrole ; 100 mL de dichlorométhane ;
100 mL d'acétate d’éthyle ; 100 mL de n-butanol. Ces solvants ont ensuite été éliminés a l'aide
d'un évaporateur rotatif a 40 °C. Les fractions concentrées résultantes ont été conservées au sec
a-20 °C dans des flacons en verre fumé jusqu'a leur analyse. Notre travail se concentre sur deux
de ces fractions : I'acétate d'éthyle et le n-butanol. L'huile de cade a été diluée dans de 1'éthanol

absolu a un ratio de (1:10) selon la méthode décrite par Abdellah et al. (2018).

4. Rendement

Le rendement de I’extraction est calculé en comparant la masse de 1'extrait sec obtenu a la masse
initiale de la matiére seéche utilisée. Le rendement (R) peut étre exprimé en pourcentage et est

calculé selon la formule suivante :

ﬂ{cxlrail
R = 100
( ﬂjiniL ) 8

ou : R : rendement en pourcentage (%)
M : masse de l'extrait sec (g)
Minic : masse initiale de la matiére premiere seche (g)

5. Quantification des polyphénols et flavonoides

Pour approfondir I'analyse, des quantifications des polyphénols et flavonoides contenus dans
les extraits ont ¢té réalisés. Le choix de se concentrer sur ces composés s'explique
principalement par leur contribution majeure aux propri€tés antioxydantes attribuées aux

plantes.

5.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques totaux des échantillons de J. oxycedrus a été évaluée selon
la méthode de Folin-Ciocalteu, légeérement modifiée pour s'adapter a la méthode des
microplaques, suivant la méthode initialement définie par Singleton et Rossi (1965).
L'absorbance a été enregistrée a 765 nm. Les résultats ont été exprimés en microgrammes

d'équivalent d'acide gallique par milligramme d'extrait sec (ug GAE/mg).

5.2. Dosage des flavonoides (TFC)
La teneur totale en flavonoides a été évaluée d'apreés la méthode colorimétrique au chlorure
d'aluminium décrite par Topcu et al. (2007). L'absorbance mesurée a 415 nm a permis

d'exprimer les résultats en microgrammes d'équivalents de quercétine par milligramme d'extrait

sec (ug QE/mg).
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6. Analyse par Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie

de masse a ionisation électro spray (LC/ESI-MS)

L'analyse des composants phytochimiques des fractions n-butanol et acétate d'éthyle de
Juniperus oxycedrus a été réalisée au CRAPC - Centre de Recherche Scientifique et Technique
en Analyses Physico-Chimiques, situ¢ a Ouargla, en utilisant un systéme Shimadzu 8040
UPLC-ESI-MS/MS exploitant la technologie UFMS pour une sensibilit¢ optimale. La
séparation a été réalisée sur une colonne Ultra-force C18, avec une phase mobile A (eau + 0.1%
acide formique) et une phase mobile B (méthanol), suivant un gradient d'€¢lution précis. Les
parametres opérationnels comprenaient un débit de 0.3 mL/min, une température de colonne de
40 °C, et un volume d'injection de 10 pL. Les conditions ESI ajustées pour le LC-MS-MS ont
permis des analyses précises en modes ion positif et négatif, en employant le monitoring de

réactions multiples (MRM).

7. Evaluation des activités biologiques in vitro

7.1. Activité antioxydante

Il est reconnu que I'emploi de divers tests antioxydants complémentaires est indispensable et
enrichit 1'évaluation du potentiel antioxydant de ces extraits. Dans cette optique, l'activité
antioxydante de notre plante J. oxycedrus a fait 1'objet d'une analyse in vitro, exploitant les 8
méthodes suivantes : le test DPPH, test ABTS, test du pouvoir réducteur, Cuprak, test SNP,
GOR et phénanthroline.

7.1.1. Test au DPPH

Selon le protocole établi par Blois (1958), la méthode DPPH permet de déterminer l'efficacité
antioxydante par le changement de couleur d'une solution de violet a jaune, observable a 517
nm, suite a la réduction du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle par des antioxydants
selon la Figure 21. Pour cette analyse, le BHT (Butylhydroxytoluene) et le BHA
(Butylhydroxyanisole) ont servi de standards de référence. Les résultats concernant la
concentration nécessaire pour obtenir une inhibition de 50% (ICso), exprimée en pg/mL, ont été

quantifiés.
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DPPH stable violet DPPHH reduit jaune

Figure 21: Conversion du radical DPPHe en DPPH, H (Giil¢in, 2012)
7.2.2. Testde P’ABTS

L'évaluation de I'efficacité antioxydante contre le radical ABTSe+ s'est basée sur la méthode

proposée par Re et al. (1999). Selon le principe illustré dans la (Fig. 22).
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0,5 5 5 80y o
SEN=N={ U ' COOH
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CzHs  CgHg
CHy
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Figure 22: Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He
(Giilgin, 2012)
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7.3.3. Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir antioxydant réducteur a été évalué en utilisant la méthode d'Oyaizu (1986) avec
des modifications mineures, qui repose la réduction du ferricyanure de potassium (Fe*") en
ferrocyanure de potassium (Fe?") par un antioxydant, voir la Figure 23. L'absorbance a été lue
au spectrophotometre a I'aide d'un lecteur de microplaque a 700 nm. Une absorbance plus élevée
indique un plus grand pouvoir réducteur. Les résultats ont été présentés sous la forme Ao s
(ng/ml), correspondant a la concentration indiquant une intensité d'absorbance de 50%. Le

potentiel réducteur des différents extraits a été comparé a celui de I’acide ascorbique.

I
i |1|: /N 3- N c /

N 4-
\ | \\C \ c, | o
N n, .-“‘
3K S, o Aracvd + e + Antioxydant
- Feil + Antioxydant ————» 4K Fetll oxydé

/ R | N P R | N %

N c \N N m N
N N
Ferricyanure de potassium Ferricyanure de potassium

Figure 23: Mécanisme réactionnel du test du pouvoir réducteur (Giilgin, 2012)

7.1.4. Test de la capacité réductrice du cuivre (CUPRAC)

Dans la méthode CUPRAC, qui évalue la capacité antioxydante par réduction des ions
cuivriques (Fig. 24), la mesure de cette réduction est effectuée au spectrophotometre a 450 nm,
comme décrit par Apak et al. (2004). Les résultats Aos (ug/mL) correspondent a la
concentration indiquant une absorbance de 0.50. Ces résultats ont é&té comparés avec les étalons

antioxydants BHA et BHT.

CHs L CHz | 4pps
CHs

produit
O Q AOX AOX oxydé O Q

reactif CUPRAC couleur bleu

produit jaune- orangé

Figure 24: Réduction du complexe chromogéne de Cu*? -Nc, (Ozyiirek et al., 2011)
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7.1.5. Test des nanoparticules d'argent (SNP)

La méthode développée par Ozyiirek et al. (2012) pour réduire les ions Ag* en nanoparticules
d'argent sphériques (SNPs) repose sur l'utilisation des antioxydants en présence de graines
d'argent stabilisées au citrate (Fig. 25). Cette approche conduit a la formation d'une bande
d'absorption spécifique a 423 nm due a la résonance plasmonique de surface (SPR),
caractéristique des SNPs. Les résultats sont exprimés en Ags. L'acide ascorbique a servi de

standard de référence.

OH)n Ar(=()}n
Ag" +citrate ——

Figure 25 : Réduction d’Ag" en nanoparticules (SNP) (Ozyiirek et al., 2012)

7.1.6. Test du GOR

Selon la méthode définie par Shi et al. (2001) l'activité antioxydante de nos échantillons a été
évaluée par leur capacité a neutraliser les radicaux libres Galvinoxyl (GOR). L'absorbance a été
mesurée a une longueur d'onde de 428 nm, avec l'acide ascorbique utilisé comme standard. Les
résultats ont été exprimés en ECso (en pg/mL), ce qui représente la concentration nécessaire

pour atteindre une réduction de 50% de l'intensité d'absorbance.

(H3C); C(CH3);
O CH o’
(HO);C C(CHy);

Figure 26: Structure chimique de radical Galvinoxyl (Shi et al., 2001)
7.1.7. Test a la phénanthroline

Basée sur la méthode de la phénanthroline, décrite par Szydlowska-Czerniak et al. (2008),
cette approche permet d'évaluer l'activité antioxydante des échantillons en mesurant leur
capacité a prévenir l'oxydation des ions ferreux (Fe?") en ions ferriques (Fe'). La
phénanthroline se lie aux ions ferreux, formant un complexe rouge-orange dont l'intensité de
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couleur est directement proportionnelle a la concentration des ions ferreux présents (Fig. 27).
La présence d'antioxydants ralentit cette conversion, réduisant ainsi I'intensité de la couleur du

complexe. L'absorbance du complexe est mesurée a 510 nm.

1,10 o-phenanthroline

Figure 27: Formation du complexe Fe*? -phénanthroline (Agustina et al., 2015)

7.2. Activités anti-enzymatiques
7.2.1. L'activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AchE)

L'évaluation de I'activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE) des extraits a été menée
selon une version modifiée de la méthode spectrophotométrique développée par Ellman et al.
(1961), adaptée a l'utilisation d'un lecteur de microplaques a 96 puits. L'AChE, extraite de
l'anguille ¢électrique, a été analysée en utilisant 'iodure d'acétylthiocholine comme substrat, en
présence de DTNB (5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid). Ce réactif réagit avec les produits de
la réaction enzymatique pour former un composé jaune (Fig. 28), dont I'intensité est mesurée
spectrophotométriquement. L'absorbance a été déterminée a 0 min, 15 min, a 412 nm. La

galantamine a servi comme référence standard. Les résultats ont été donnés en valeur ICs.

/ |
Disulfide mixture

Yellow 5-thio 2-nitrobenzoic acid (TNB)
Figure 28: Le principe de la réaction d’Ellman (Ellman et al., 1961)
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7.2.2. L'activité inhibitrice de I'a-amylase

L'évaluation de l'activité inhibitrice de l'a-amylase a été effectuée suivant la méthode a
l'iode/potassium iodure (IKI) proposée par Zengin et al. (2014). L'acarbose a été utilisé comme

un standard.

Cette méthode repose sur l'interaction entre I'amidon non dégradé et l'iode pour former un

complexe coloré, dont l'intensité de la couleur est indicative de l'activité enzymatique.

Normalement, 'a-amylase catalyse la décomposition de I'amidon en molécules plus simples qui
ne peuvent pas former de complexe coloré avec I'iode. En présence d'inhibiteurs contenus dans
les extraits testés, 'amidon s'accumule et réagit avec 1'iode, formant un complexe bleu-norr,

visible spectrophotométriquement a 630 nm (Fig. 29).

= Une couleur bleu foncé indique ainsi une forte présence d'amidon, signifiant une
inhibition efficace de 1'a-amylase.

= Une couleur jaune révele 1'absence d’amidon, signifiant I’absence d’inhibition de l'a-
amylase.

= Une couleur brunatre signale que 1'amidon est dégradé partiellement.

Ce protocole permet de déduire l'efficacité des inhibiteurs présents dans les extraits en

observant la réduction de 1'hydrolyse de 'amidon par I'enzyme.

a-Amylase
Disaccharide Oligosaccharide Iodine
s J
Y
(Decolouration)
Starch - iodine complex
(blue violet) )
* Antidiabetic drug
,‘\\ (blue violet)
/s \\
-3
a-Amylase

Figure 29: Mécanisme d'hydrolyse de I’amidon par l'a-amylase (Jijith et Jayakumari,
2017)
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7.2.3. La capacité d'inhibition de la tyrosinase

L'évaluation de l'activité inhibitrice de la tyrosinase a été effectuée suivant la méthode a décrite
par Deveci et al. (2018). Dans ce processus, la L-DOPA a été utilisée comme substrat, et l'acide
kojique a servi comme standard de comparaison. L'absorbance a été mesurée a 475 nm, et les
résultats ont été donnés en valeur ICso. Cette approche permet de déterminer le potentiel des
extraits comme agents thérapeutiques ou conservateurs, selon leur capacité a influencer
l'activité de la tyrosinase. La tyrosinase est une enzyme essentielle contenant du cuivre,
abondante dans la nature, qui catalyse 1'oxydation de la tyrosine en mélanine, un pigment vital
responsable de la pigmentation de la peau, des cheveux et des yeux chez les mammiferes. Outre
son role dans la détermination de la couleur, la mélanine offre une protection contre les
dommages causés par les rayons UV, jouant ainsi un role préventif dans le développement des
cancers de la peau (Kurpejovié et al., 2021). Ce protocole évalue l'efficacité des inhibiteurs
dans les extraits par la diminution de l'activité de la tyrosinase, essentielle a la synthése de la

mélanine, offrant ainsi des perspectives dans le contrdle des processus de pigmentation (Fig.
30).

Enzymatic Non-enzymatic

i
Tyrosinase HO :
/©/YLOH (cresolase) OH E )
HO NH, _’HO NH, E Brown pigments

(melanins)
L-tyrosine L-DOPA

Tyrosinase
(catecholase)

o. coo o 0
m 1 N
o 3 o \H OH

|
. ]
L-DOPAquinone ; L-DOPAchrome

Figure 30: Catalyse de la Tyrosine en Mélanine par la Tyrosinase (Kurpejovié et al., 2021)

7.2.4. L'activité inhibitrice de I'uréase

La capacité d'inhibition de l'uréase a été évaluée en mesurant la production d'ammoniac en
utilisant la méthode a I'indophénol décrite par Taha et al. (2018). L'absorbance pour ce test a

été enregistrée a 630 nm. La thiourée a servi comme standard.
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L'uréase, une enzyme présente chez de nombreux organismes, transforme 1'urée en ammoniaque
et dioxyde de carbone, affectant le pH et jouant un réle dans certaines infections gastriques,

notamment celles provoquées par Helicobacter pylori.

urgasse

1, ~ 20 mis(25 “C)
J_I[:i JJ[':'L fast
HzN" “MNH2 7—T' HaN-" ~0H 7—»—» CO: + NH:
HaO MH- H.0
urea carbamic acid carbon .
(unstable) dicdde mania

Figure 31: Hydrolyse de I'urée (Gupta et al., 2023)

7. 3. L’activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire in vitro a été évaluée a l'aide de la méthode de dénaturation
protéique, en utilisant 1'albumine sérique bovine (BSA) comme modele, conformément a la
procédure décrite par Karthik et al. (2013). La mesure de la turbidité des échantillons s'est
effectuée a l'aide d'un spectrophotométre a une longueur d'onde de 660 nm, utilisant le
diclofénac de sodium comme référence standard. Cette approche permet d'explorer comment
divers composés peuvent offrir une protection aux protéines biologiques face aux différents
stress, suggérant leur potentiel & moduler les processus inflammatoires dans I'organisme. Cette
propriété est particulicrement pertinente dans le contexte des maladies inflammatoires, ou la
stabilisation des protéines contre la dénaturation pourrait contribuer a atténuer les réactions

inflammatoires (Bisset et al., 2020).

7.4. Activité photoprotectrice (FPS)

Les fractions d'acétate d'éthyle et de n-butanol ont été solubilisées dans 1'éthanol pour atteindre
une concentration de 250 ug/mL puis analysées spectralement sur une plage de longueurs
d'onde de 290 a 320 nm avec des intervalles de 5 nm. L'efficacité de la protection solaire a été
¢valuée par la détermination in vitro du Facteur de Protection Solaire (FPS), en utilisant la
formule proposée par Mansur et al. (1986). Pour les calculs de SPF, 1'absorbance de chaque
¢chantillon a été mesurée trois fois, comme indiqué dans I'équation suivante :

320

SPY¥ spectrophotométrique CF x Z 290 EE ()I-)X I (;'.)X Abs ()I.)

Ou: EE (1) : est le spectre d’effet érythémal (erythemal effect spectrum) ;
I (1) : est le spectre d'intensité solaire (solar intensity spectrum) ;
Abs (1) : est I'absorbance des échantillons (absorbance of sunscreen product) ;
CF : est le facteur de correction (correction factor : 10).

Les valeurs de EE (L) x I (L) sont des constantes, et elles ont été¢ déterminées par (Mansur et
al., 1986) ( Voir annexe 23).
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8. Evaluation de I'activité antioxydante et antiasthmatique in vivo

8.1. Animaux

Vingt-quatre rats Wistar males pesant entre (240 et 250g) ont été utilisés. Les rats ont été
obtenus de I'Institut Pasteur d'Alger (Alger, Algérie) et ont eu acces illimité a l'eau et a
l'alimentation standard fournie par 'ONAB de Béjaia (Algérie) ( Voir annexe 1). Les animaux
ont été hébergés dans des conditions de photopériode naturelle, avec une température moyenne

maintenue a 21-25°C.

8. 2. Les groupes expérimentaux

Vingt-quatre rats ont été répartis en quatre groupes distincts, comptant chacun six individus.
Ces derniers ont été sensibilisés a I'ovalbumine et/ou ont regu un traitement a base d'huile de
cade a la dose de 1 ml/Kg/jour, suivant un protocole bien adapté (Fig. 32). En bref, les 4 lots

sont constitués de :

Lelot 1 : regroupe rats témoins (Témoin), traités seulement avec de I'eau physiologique
sous les mémes conditions que les autres groupes.

Le lot 2 : regroupe les rats sensibilisés a 'ovalbumine (OVA), mode¢le pour I'é¢tude de
l'asthme expérimental.

Le lot 3 : regroupe de rats recevant un traitement oral avec de 1’huile de cade (1 ml/Kg)
(HC).

Le lot 4 : inclut les rats a la fois sensibilisés a I'ovalbumine et traités avec 1'huile de cade
a la dose de 1 ml/Kg/jour (OVA+HC), selon (EIl jemli et al., 2017).

Cette structuration permet d'évaluer l'efficacité de l'huile de cade dans le traitement des

Y VWV VYV V¥V

symptomes induits par la sensibilisation a I'ovalbumine.

Ova sensibilisation intrapéritoniale Ova sensibilisation intranasale (Aerosol)
.. o o e
= [ L L
e Poa” 2,87 2,07
-* - -
—_—

(10mg/mL) ‘

Ova+alum ip (5mg/mL)
‘ Ova+PBS in ‘

NS

1
Jours T
0

= c—0
—Qn
—

14 20 21 22 23 24
R I -
Traitement continu sur 10 jours Sacrifice

avec l'huile de cade,
administrée par gavage a la
dose de 1 ml/Kg

Figure 32: Protocole expérimental global réalisée durant 24 jours (Sensibilisation, traitement
et sacrifice)
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8.3. Sensibilisation des voies respiratoires

Pour induire une inflammation aigué simulant un asthme allergique, les groupes (OVA) et
(OVA+HC), ont été sensibilisés avec de I'ovalbumine (référence A5253-250G, grade II, Sigma
Aldrich), suivant une méthode validée par Moura et al., (2005) ainsi que Zemmouri et al.,

(2017) :

= L'administration intra-péritonéale d'ovalbumine (concentration de 10 mg/ml) mélangée
a un adjuvant d'hydroxyde d'aluminium (dissous dans une solution saline a 0,9% a une
concentration de I mg/ml) a été effectuce le premier jour (JO) et répétée le treizieme jour
(J14), comme détaillé dans la (Fig. 33).

= Les jours 21 a 23, les rats des groupes (OVA) et (OVA+ HC) ont subi une réaction
anaphylactique déclenchée par l'inhalation d'ovalbumine (5 mg/ml dans du sérum
physiologique a 0,9%) via un nébuliseur (OMRON, NE-C29-E), conformément a
Moura et al. (2005). Cette procédure a été effectuée dans une chambre en plexiglas

pendant 30 minutes.

Ova sensibilisation intrapéritoniale Ova sensibilisation intranasale (Aerosol)
LAY LAY T
- - - #
U teu? 258" 240"
- - -
——
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Ova+alumii
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Voo

20 21 22 23 24

Figure 33: Protocole de sensibilisation et aérosol
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8.4. Sacrifice des rats et prélévement des échantillons
Apreés 24 jours de traitement, la décapitation cervicale a été effectuée sur les rats, 24 heures

apres leur derniere exposition a I'aérosol.

8.4.1. Récupération des échantillons de sang

Le sang prélevé est placé dans des tubes secs pour séparer le sérum (utilisé pour des analyses
biochimiques ultérieures) et des tubes a EDTA pour les analyses hématologiques (FNS). Le
culot des tubes secs sert dans la préparation des lysats érythrocytaires destinés aux analyses du

stress oxydant.
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8.4.2. Récupération de liquide bronchoalvéolaire

Apres canulation de la trachée, un lavage broncho-alvéolaire a été effectué avec 1 mL de PBS
(Voir annexe 2), en trois passages successifs (Khaldi et al., 2018). Le liquide obtenu a été

centrifugé et le culot a servi a la numération cellulaire.

8.4.3. Prélevement des organes

Le poumon et le foie sont recupéres et rincés avec une solution saline a 0,9%. lls sont alors
séparés en deux sections : une destinée a étre congelée pour I'analyse du stress oxydant ; l'autre
fixée dans du formol 10% pour I'examen histologique.

8.4.4. Préparation des homogénats de tissus

Des échantillons de foie et de poumon (1 g) des rats ont été broyés a l'aide d'un broyeur a
ultrasons, puis homogénéisés et centrifugés. Les surnageants ont été recueillis dans des tubes

Eppendorf et conserves a -20 °C pour les analyses ultérieures du stress oxidatif.

8.4.5. Preparation des érythrocytes

Le culot érythrocytaire a subi un double lavage avec une solution de lyse, suivi de
centrifugations (premiere a 3000 g pour 15 min, puis a 4000 g pour 30 min, toutes deux a 4°C).
Le surnageant recueilli a ensuite été transféré dans des tubes Eppendorf et stocké a -20°C en

vue d'analyses futures sur le stress oxydatif (Khaldi et al., 2018).

8.5. Détermination de la formule de numération sanguine (FNS)
La Formule de Numération Sanguine (FNS) a été établie grace a un analyseur automatique de

cellules sanguines ERMA INC, modele PCE-210N.

8.6. Dosage des parameétres biochimiques
Les parameétres biochimiques (ASAT, ALAT, PAL, Albumine, Créatinine et urée) ont été
mesurés a 'aide d'un automate COBAS INTEGRA 400.

8.6.1. Dosage des transaminases sériques
8.6.1.1. Détermination de I'activité d’aspartate aminotransférase (EC 2.6.1.1)

a. Principe

L’aspartate aminotransférase (ASAT) appelée aussi l'oxaloacétate de glutamate transférase
(TGO) catalyse le transfert réversible d'un groupe amine a partir de l'aspartate au o-
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cétoglutarate formant le glutamate et 1'oxaloacétate. L'oxaloacétate produit est réduit en malate

parla malate déshydrogénase (MDH) et le NADH (Murray, 1984).

AST
Aspartate + a- Cétoglutarate —————— Glutamate + Oxaloacétate
Oxaloacétate + NADH, H" ﬂ» Malate + NAD"

-Réactif de travail : Dissoudre un comprimé de R2 (voir annexe 3) dans un flacon de R1.
Ce réactif est stable 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

- Mode opératoire : Le réactif de travail est mélangé aux échantillons dans les proportions

suivantes :

Réactif de travail (mL) 1.0

Echantillon (pL) 100

Puis, les mélanges réactionnels sont mixés et incubés pendant une minute. L’absorbance initiale
est lue a 340 nm. Le chronométre est redémarré simultanément pour lire a nouveau les

absorbances apres 1, 2 et 3 minutes.

- Calcul de Pactivité : L. aspartate aminotransférase est évaluée a I’aide de la formule suivante :

ASAT (U/L) = ADO/min x 1750

8.6.1.2. Détermination de l'activité d’alanine aminotransférase (EC 2.6.1.2)

a. Principe

L’alanine aminotransférase (ALAT) appelée aussi glutamate pyruvate transaminase (TGP)
catalyse le transfert réversible d'un groupe amine a partir de l'alanine au a-cétoglutarate formant
le glutamate et le pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate par le
lactatedéshydrogénase (LDH) et le NADH (Murray, 1984), selon le schéma réactionnel

suivant :

Alanine + a- Cétoglutarate L Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H" —LDH Lactate + NAD"
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La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle a I’activité

enzymatique d’alanine aminotransférase dans 1’échantillon (Murray, 1984).

- Réactif de travail : Dissoudre le contenant du R2 dans le flacon de R1 (voir annexe 4). Ce

réactif est stable 2 semaines a 2-8°C.

- Mode opératoire : Le réactif de travail est mélangé aux échantillons dans les proportions

suivantes :

Réactif de travail (mL) 1.0

Echantillon (pL) 100

Puis, les mélanges réactionnels sont mixés et incubés pendant une minute a température
ambiante. L'absorbance initiale est lue a 340 nm, puis a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. La
moyenne des absorbances par minutes (A Abs/min) est alors déterminée pour 1’utiliser dans les

calculs.

- Calcul de Pactivité : L’alanine aminotransférase est évaluée a I’aide de la formule suivante :

ALAT (U/L) = ADO/min x 1750

8.6.1.3. Dosage de la phosphatase alcaline sérique :

a. Principe
La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I’hydrolyse de p-nitrophényl phosphate a pH 10.4 pour
donner le p-nitrophénol et le phosphate (Wenger et al., 1984 ; Sabokbar et al., 1994), sclon la

réaction suivante :

PAL
p-Nitrophénylphosphate + HO, ————  » p-Nitrophénol + Phosphate

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriquement, ou elle est proportionnelle a

’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans 1’échantillon.

- Réactif de travail : dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans une bouteille du réactif

1 (tampon). (Voir annexe 5)

- Mode opératoire : Le réactif de travail est mélangé aux échantillons dans les proportions

suivantes :
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Réactif de travail (mL) 1.2

Echantillon (pL) 20

Puis, les mélanges réactionnels sont mixés et incubés pendant une minute. L’absorbance initiale
est lue a 405 nm, puis a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. La moyenne des absorbances par

minute (A abs/min) est alors déterminée pour I'utiliser dans les calculs.
- Calcul de P’activité :

Pour estimer I’activité enzymatique de la phosphatase alcaline, on utilise la formule suivante :

Phosphatase alcaline (U/L) = A DO/min x 3300

8.6.2. Dosage d’albumine

a. Principe
L’albumine réagit avec le vert de bromocrésol (BCG), pour former un complexe coloré. Le pH
du milieu est maintenu a 4.2 par le tampon. Aprés I’incubation, 1’absorbance du mélange est

mesurée a 628 nm (Doumas et al., 1971).

- Mode opératoire : Le réactif de travail est mélangé aux échantillons dans les proportions

suivantes : (Voir annexe 6).

Réactifs Blanc Etalon Echantillon
Réactifs (mL) 1.0 1.0 1.0
Etalons (ul) - 5 -
Echantillons (ul) - - 5
H-O distillé (ul) 5 - -

Apres une incubation a température ambiante pendant 10 minutes, 1’absorbance optique est lue
a 630 nm contre le blanc réactif. La coloration est stable pendant une heure a température

ambiante.

- Calcul de la concentration

Albumine (g/dL) = DO échantillon x concentration de ’étalon (5 g/dL)

DO étalon
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8.6.3. Dosage de I’urée sérique

Le dosage de I'urée a été réalisé par la méthode cinétique enzymatique a 1’uréase.

a. Principe

L’urée est hydrolysée enzymatiquement en ions d’ammoniac (NH4") et dioxyde de carbone
(CO2). Les ions d’ammoniac formés réagirent avec le salicylate et I’hypochlorite (NaClO) en
présence du catalyseur nitroprusside pour former 1’indophénol vert (Kaplan, 1984), sclon les

réactions suivantes :

Urée + HO —— > (NHs), + CO»

NH4 + Salicylate + NaClO Indophénol

—»
Nitroprusside

L’intensité de la coloration formée est proportionnelle a la concentration de l'urée dans

I’échantillon.

- Réactif du travail : Dissoudre une tablette de réactif 3 (enzymes) dans une bouteille de réactif
1 (tampon) et mélanger légérement. Le réactif 2 (NaClO) est préparé pour I'utiliser. (Voir

annexe 7)

- Mode opératoire : Le réactif de travail est mélangé aux échantillons dans les proportions

suivantes :
Blanc Etalons Echantillon
Réactif de travail (mL) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pL) - 10 -
Echantillon (pL) -- 10 --

Puis, les mélanges réactionnels sont mixés et incubés 5 min a 37 °C ou 10 min a la température
ambiante (15-25°C). Les absorbances des échantillons et de 1’étalon sont lues contre le blanc

réactif a 340 nm. La coloration finale est stable au moins 30 minutes.

- Calcul de la concentration : La concentration de 'urée est calculée par la formule suivantes :

DO échantillon
DO étalon

Urée (mg/dL) = x concentration de 1’étalon (50 mg/dL)
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8.6.4. Dosage de la creatinine sérique

a. Principe

L’essai est basé¢ sur la réaction de la créatinine avec le picrate sodium : c’est la réaction de
JAFFE. La créatinine réagit avec le picrate alcalin pour donner un complexe coloré, mesuré
Nitroprusside dans un intervalle de temps défini et proportionnel a la concentration en

créatinine de 1’échantillon (Murray, 1984).
- Réactif de travail : mélanger un volume de réactif 1 avec un volume de réactif 2.
- Mode opératoire :

Le réactif de travail est mélangé aux échantillons selon les proportions suivantes :

Blanc Etalons Echantillon
Réactif de travail (mL) 1.0 1.0 1.0
Etalon (pL) - 100 -
Echantillon (pL) - - 100

La lecture des densités optiques se fait a 492 nm : La densité optique (DO1) apres 30 secondes

et la densité optique (DO2) apres 90 secondes.
- Calcul de la concentration :

La concentration de la créatinine est calculée par la formule suivante :

DO échantillon- A DO blanc
DO étalon - ADO

Créatinine (mg/dl) = x concentration de I'étalon (2 mg/dL)

ADO = (DO 2-DO 1)
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9. Evaluation de ’activité antioxydante in vivo

Pour les expérimentations in vitro, les réactifs ont été acquis auprés de Sigma Chemicals Co et
Biochem Chemopharma. Pour les études in vivo, incluant I'ovalbumine et lI'albumine de sérum
bovin (BSA), les réactifs ont été fournis exclusivement par Sigma Chemical Co. (USA).

9.1. Dosage des protéines totales

Selon la méthode colorimétrique décrite par Bradford (1976), la quantification des protéines a
éte effectuee en utilisant une courbe d'étalonnage basée sur I'Albumine de Sérum Bovin (BSA),

permettant ainsi de déterminer leur concentration (Annexe 9).
9.2. Détermination du taux de la peroxydation lipidique

En utilisant la méthode d’Esterbauer et al. (1992), la peroxydation lipidique a été évaluée par
la mesure du malondialdéhyde (MDA) avec le test TBARS, qui détecte la formation d'un

complexe avec l'acide thiobarbiturique a une absorbance de 530 nm.
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Figure 34: Réaction du dialdéhyde malonique avec I’acide thiobarbiturique

9.3. Détermination du taux de glutathion réduit (GSH)

D'aprés la méthode colorimétrique décrite par Weckbecker et Cory (1988), la mesure des
niveaux de glutathion réduit (GSH) dans les échantillons s'effectue par la réaction du GSH avec
le DTNB. Comme le démontre la Figure 35, Cette interaction entraine la coupure du DTNB et
la libération de I'acide thionitrobenzoique (TNB), responsable de la coloration jaune observable

a 412 nm. Ainsi, la concentration de GSH est exprimée en nmol de GSH par mg de protéine.
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Figure 35: Principe de dosage du glutathion

9.4. Détermination de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase

La procédure décrite par Flohé et Glnzler (1984) a été utilisée pour évaluer I'activité de la
glutathion peroxydase (GPx). Selon cette méthode, la présence de glutathion réduit (GSH)
favorise la réduction du peroxyde d'hydrogene (H202) en glutathione disulfide (GSSG), avec
I'activité specifique de la GPx mesurée a 420 nm. L'activité enzymatique est exprimée en umol
GSH/min/mg proteine, reflétant la conversion du GSH en GSSG en présence de GPx selon le

schéma réactionnel suivant :

GPx
H:0:+ 2 GSH » GSSG+2 H:0

9.5. Détermination de I’activité enzymatique de la catalase
L'activité de la Catalase (CAT) a éte mesurée selon la méthode d’Aebi (1984). Le principe de
ce test repose sur la dégradation du peroxyde d'hydrogéne en présence de catalase,

conformément a la réaction suivante :

2 H:0: L 2 H0+ 0

L'activité catalytique de la CAT se fait par le suivi des variations d'absorbance a 240 nm avec
un spectrophotometre UV/visible, en raison de la dismutation du peroxyde d'hydrogéne (H20>).

Cette activité est quantifiée pmol H2.O> décomposé/min/mg protein.

9.6. Etude histologique

Les tissus pulmonaires ont été prélevés puis fixés dans du formaldéhyde a 10%. Apres fixation,
les échantillons ont été déshydratés par des solutions d'éthanol et inclus dans de la paraffine.
Des coupes d'une épaisseur de 5 um ont été réalisées a partir des blocs de paraffine et colorées
a I'nématoxyline et a I'éosine (H&E). L'observation des sections colorées s'est faite a l'aide d'un
microscope LEICA DM 1000LED, en suivant la méthode décrite par (Zemmouri et al., 2017).
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10. Traitement statistique des résultats

Pour chaque groupe de six rats, les résultats des expériences sont présentés sous forme de
moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM). Le traitement des données a été réalisé avec
le logiciel Microsoft Excel. Les analyses comparatives entre les groupes ont été conduites en
utilisant le test " de student, et une valeur de p<0,05 a été interprétée comme indiquant une

différence statistiquement significative.
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Reésultats et discussion



Résultats et Discussion

1. La 1% partie expérimentale (in vitro)

1.1. Etude phytochimique
1.1.1. Rendement

L'extraction des composés phénoliques de la plante Juniperus oxycedrus a été réalisée avec deux
solvants, l'acétate d'éthyle et le n-butanol, donnant des rendements respectifs de 5,3 % et 12 %. Les
extractions ont produit une pate jaunatre et une pate bleu foncé, respectivement (Tab. 3).

1.1.2. Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux

Dans le cadre de cette étude, lI'analyse phytochimique des fractions de Juniperus oxycedrus ainsi
que de T'huile de cade obtenue a partir du bois de J. oxycedrus, révele des concentrations
considérables en composés phéenoliques et en flavonoides est présenté dans le tableau 3. La
quantification des polyphénols et des flavonoides totaux a été effectuée selon des courbes
d'étalonnage préparées a partir de I'acide gallique (pour les polyphénols, y = 0.0034x + 0.1044, R?2
=0.997) et de la quercétine (pour les flavonoides, y = 0.0048x, R? = 0.997). (Voir les annexes 10
et 11)

Les résultats indiquent que l'huile de cade (HC) présente la concentration la plus élevée en
polyphénols, avec une teneur de 275,21 + 3,14 ug EAG/mg, suivie par la fraction d'acétate d'éthyle
(AEJO) qui affiche une concentration de 252,56 + 3,91 ug EAG/mg. En revanche, la fraction-
butanol (NBJO) montre la plus faible concentration en polyphénols, avec 119,14 + 3,39 ng
EAG/mg.

A Tl'opposé de ce qui est observé pour les polyphénols, la répartition des flavonoides totaux montre
que la fraction (AEJO) possede la concentration la plus élevée, avec 47,70 + 2,21 ug QE/mg, suivie
par la fraction (NBJO) avec 31,11 + 2,30 pg QE/mg, alors que I'huile de cade présente la
concentration la plus basse en flavonoides (28,23 + 1,91 ug QE/mg).
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Tableau 3: Teneur en polyphénols et flavonoides de différents extraits de Juniperus oxycedrus L.

Fractions Total bioactive content
Rendement (%) Phenolic content (ng GAE/mg) Flavonoid content (ug QE/mg)
HC / 275,21 £3,14 28,23 +1,91
EAJO 5,3 252,56 £3.91 47,70 £2,21
NBJO 12 119,14 + 3,39 31,11£2,30

1.1.3. Identification des composés phénoliques par UPLC LC-MS/MS

Le Tableau 06 présente une vue détaillée et comparative des profils phénoliques obtenus par LC-
MS-MS pour les fractions EAJO et NBJO de Juniperus oxycedrus. Les fractions EAJO et NBJO
¢taient quasiment similaires. Néanmoins, des différences notables ont été observées dans la présence
et les quantités de certains composants. Globalement, I'analyse a révélé la présence de onze
composés distincts dans la fraction EAJO et de dix dans la NBJO ; la plupart de ces composés
appartiennent aux classes des flavonoides et des acides phénoliques. L'analyse a également mis en
¢vidence la présence de deux acides phénoliques (I'acide salicylique et l'acide férulique), cinq
flavonoides (la rutine, la chrysine, la quercétine, la naringénine et I'hespéridine), un caroténoide (le
béta-caroteéne), une vitamine (I'acide folique), une coumarine (I'hydroxycoumarine) et un stilbénoide
(le viniférine).

Une premicre observation révele 1'absence de certains pics dans les chromatogrammes (Voir les
annexes 12 et 17), notamment pour l'acide salicylique et I'acide chlorogénique qui ne sont pas
détectés dans la fraction EAJO, tandis que pour la fraction NBJO, aucun pic n'est observé pour
l'acide férulique et I'hydroxy coumarin. Ces différences pourraient indiquer une spécificité de la
composition phytochimique entre les deux fractions, qui peut étre attribuée aux variations dans la
polarité des composés et la sélectivité de I'extraction par les solvants.

Suivant le tableau 4, la rutine domine le profil des flavonoides dans les deux fractions, avec des
pourcentages remarquablement élevés : 86,78932 % pour 'EAJO et 88,1493 % pour le NBJO. Cette
prédominance suggere un réle potentiellement significatif dans l'activité biologique de l'extrait,
considérant les propriétés antioxydantes et pharmacologiques reconnues de la rutine.

En se penchant sur la chrysine, on constate qu'elle est le deuxieéme flavonoide en abondance dans
les deux fractions, occupant 11,6941 % de 'EAJO et 11,31354 % du NBJO. Ce composé, connu
pour ses effets anti-inflammatoires, pourrait contribuer de manieére importante aux propriétés

thérapeutiques de 1'extrait.
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Les autres flavonoides, comme la quercétine et le naringénine, bien qu'en proportions moindres,
sont tout de méme présents dans les deux fractions, ce qui rajoute a la diversité chimique de l'extrait
et pourrait suggérer une synergie entre les composés lorsqu'ils sont considérés dans leur ensemble
pour leurs effets biologiques.

Le béta-caroténe, ainsi que le viniférine et lI'hespéridine, identifiés dans les deux fractions, se
distinguent malgré leurs faibles pourcentages. Leur présence, méme en petites quantités, pourrait
conférer a I'extrait des propriétés pharmacologiques.

Ces données montrent non seulement la diversité des composés phénoliques et flavonoides dans les
fractions de J. oxycedrus, mais aussi la nécessité d'une analyse approfondie pour comprendre

pleinement les implications de ces profils pour les recherches futures.

Tableau 4 : Profil phénolique déterminé par LC-MS-MS des fractions EAJO et NBJO des feuilles

de Juniperus oxycedrus

Composé For’mule‘ Rt de temps Area %. Rt de Temps Area %
moléculaire EAJO EAJO NBJO NBJO

Acide salicylique C7HsO3 Aucun pic détecté 0 10,759 0,011826
Acide Férulique CioH1004 10,797 1,148471 Aucun pic 0

Chrysine C15Hi1004 21,687 11,6941 21,668 11,31354
Quercétine Ci5H1007 21,661 0,01145 22,676 0,018721
Viniférine CasH20¢ 23,042 0,006167 24,489 0,001485
Acide Chlorogénique Ci6H1509 Aucun pic détecté 0 Aucun pic 0

Béta-caroténe CaoHss 32,165 0,183112 32,162 0,233544
Hespéridine C16H140¢ 37,903 0,0075 39,044 0,004819
Acide Folique Ci9H19N70s 39,187 0,00305 37,583 0,002416
Rutine C27H30016 40,376 86,78932 40,379 88,1493
Hydroxycoumarine CoHeO3 Aucun pic détecté 0,00 46,045 0,000176
Naringénine Ci5Hi20s 47,397 0,156913 45,948 0,264179

*RT : retention de temps

Figure 36: Structures chimiques des principaux flavonoides présents dans les fractions de

Juniperus oxycedrus — Rutine et Chrysine
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1.2. Evaluation des activités biologiques in vitro
1.2.1. L’activité antioxydante

Pour déterminer avec précision la capacité antioxydante, 1'application de diverses méthodes est
indispensable, en raison de la complexité inhérente aux réactions d'oxydation. Cette nécessité est
d'autant plus marquée pour les extraits naturels, qui se caractérisent par une diversité moléculaire,
rendant indispensable une combinaison de tests pour une analyse complete de leur potentiel
antioxydant (Giil¢in, 2009 ; Lourenco et al., 2019). Dans cette recherche, I'huile de cade ainsi que
les fractions AEJO et NBJO, extraites des feuilles de J. oxycedrus, ont été examinées au moyen de
divers tests dédiés a l'évaluation de leur capacité antioxydante. Six méthodes employées
comprennent les tests de piégeage des radicaux libres DPPH, ABTS et GOR, ainsi que les capacités
réductrices avec le test pouvoir réducteur, CUPRAC et phénanthroline, en plus des nanoparticules
d'argent (SNP). L'objectif de ces méthodes multiples est de tenir en compte les mécanismes d'action
et l'efficacité de capture des radicaux par les composés bioactifs présents. Les résultats des activités
antioxydantes sont présentés dans le tableau 5, exprimés en termes de ICso et Ao.s, comparés aux

standards antioxydants (BHT, BHA et acide ascorbique), visant ainsi a enrichir notre compréhension

du potentiel antioxydant des extraits étudiés.

Tableau 5 : Différentes activités antioxydantes des extraits de J. oxycedrus.

DPPH ABTS CUPRAC rzgl‘:cvt":lr SNP Phénanthroline GOR

ICa(ugml)  ICa(ug/ml)  Ausougml) , Folny)  ICo(ugml)  ICa(ugml)  ICs(ug/mL)
HC 2429+0,39 | 24,44+127 | 30,40+ 1,52 | 19,4+0,45 Na 11,52+0,48 | 21,92+1,27
EAJO | 3036+020 | 1,83+0,01 | 9,58+0,72 | 12,67+0,51 | 16,11 1,18 | 2,77+0,28 7,10 + 0,64
NBJO | 73,55+0,67 | 1,57+0,09 | 20,80+ 1,21 | 23,44+0,57 | 220,00+3,4 | 2,09+0,57 | 9,84+1,31
BHT 6,07 £0,2 1,75+02 | 5,35+0,71 NT NT 0,88 + 0,04 NT
BHA 129+0,24 | 1,14+0,11 | 8,97+3,94 NT NT 2,12+ 0,05 NT
AA NT NT NT 6,73 1,15 | 7,14+0,05 NT 6,73 + 0,29

Les valeurs ICso et Agso ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3).
HC : Huile de cade, EAJO : fraction d'acétate d’éthyle ; NBJO : fraction de n-butanol ; BHA : hydroxyanisole butylé ; BHT
: hydroxytoluéne butylé ; AA : acide ascorbique ; NT : non testé. Na : pas d’absorbance.

1.2.1.1. Test de piégeage du radical DPPH

Le tableau 6 illustre les concentrations inhibitrices 50% (ICso), qui mesurent la capacité¢ des
différents extraits et standards a piéger 50% des radicaux libres via le test DPPH. Une faible
concentration ICso est indicatrice d'une activité antioxydante élevée (Aissani, 2022). Ces données
révélent une augmentation du pourcentage d’inhibition des radicaux libres proportionnellement a
I'¢lévation de la concentration. Il est apparu que I'huile de cade et la fraction EAJO ont démontré
une capacité antiradicalaire significative, avec respectivement des ICso de 24,29 + 0,37 pg/mL et de
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30,36 £ 0,20 pg/mL. Bien que ces résultats soient remarquables, ils demeurent inférieurs a ceux des
antioxydants de référence tels que le BHT (ICso : 12,99 £ 0,41 pg/mL) et le BHA (ICso : 6,14 £ 0,41
pg/mL). En revanche, la fraction NBJO a montré une activité antioxydante relativement plus faible,
avec une ICso de 73,55 £ 0,67 ug/mL, ce qui en fait 'extrait le moins efficace parmi ceux testés dans
le test DPPH. La comparaison des résultats met en évidence que l'huile de cade posséde une activité
antiradicalaire supérieure a celle des fractions, et I'activité de la fraction EAJO est plus élevée que
celle de NBJO. Cette variabilité dans I'efficacité¢ antioxydante au sein d'extraits issus de la méme
plante pourrait étre attribuée aux méthodes et aux types de solvants utilisés pour l'extraction. Cette
distinction met en lumiere l'impact significatif de la composition phénolique sur leur capacité a
neutraliser les radicaux libres.

Tableau 6: Activité antiradicalaire par le test DPPH

Extraits/ % Inhibition
Standards 12,5 ng 25 ng 50 png 100 pg 200 pg 400 pg 800 ug  ICsopg/mL
HC 31,49+ 0,38 | 57,39+ 0,90 | 78,65+ 0,19 | 86,21+1,15 | 86,50+0,34 | 87,22+0,07 | 88,24+0,77 | 24,29+0,37
EAJO Na 3,06+ 0,22 | 7,11+ 0,11 | 10,40+0,22 | 25,54+0,43 | 46,25+0,11 | 73,70+0,22 | 30,36+0.20
NBJO 436+0,32 | 6,19+0,11 | 12,92+ 0,54 | 19,88+0,86 | 45,80+0,32 | 60,93+0,54 | 79,66+0,22 | 73,55+0.67
BHT 76,55+ 0,48 | 79,89+ 0,26 | 81,73+0,10 | 84,18+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 | 90,14+0,00 | 6,4+0,41
BHA 49,09+ 0,76 | 72,63+2,06 | 88,73+0,89 | 94.00+0,31 | 94,97+0,08 | 95,38+0,41 | 95,02+0,23 | 12,99+0,41
a-Tocophérol | 37,21+1,82 | 81,53£1,51 | 89,23+0,12 | 89,38+0,19 | 89,45+0,22 | 89,99+0,23 | 89,52+0,33 | 13,02+5,17

Les valeurs ICso ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne =+ Ecart Type (n=3). BHA

. hydroxyanisole butylé ; BHT : hydroxytoluene butylé.
1.2.1.2. Test de piégeage par le radical ABTS

L'activité de piégeage des radicaux a également été évaluée en utilisant les tests ABTS. Les résultats
de I'essai ABTS ont révélé que la fraction NBJO a exhibé une activité antiradicalaire supérieure,
avec un pourcentage d'inhibition de 90,64 % a une concentration de 25 pg/m et une valeur I1Cso de
0,57 £ 0,09 pg/mL, suivie de pres par la fraction AEJO, présentant une valeur ICso de 1,83 = 0,01
pg/mL. Cette derniere se rapproche de celle de 1'antioxydant standard BHT, qui était de 1,59 + 0,03
pg/mL, démontrant ainsi la capacité remarquable de ces fractions a neutraliser les radicaux libres
ABTS+. Contrairement aux résultats obtenus dans le test DPPH, I'huile de cade a enregistré pour le
test ABTS une valeur 1Cso de 24,44 + 1,28 pg/mL, ce qui est considéré faible comparé aux fractions
NBIJO et AEJO.
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Tableau 7: Activité antiradicalaire par le test ABTS

Extraits/ % Inhibition
Standards 12,5 ng 25 ng 50 ng 100 ng 200 ng 400 pg 800 pg ICs0 pg/mL
CO 42,79+ 1,45 | 50,91+ 0,78 | 64,43+ 1,51 | 72,32+0,82 | 84,92+0,53 | 88,60+1,96 | 90,45+0,53 | 24,44+1,27
BHT 69.21+£0,40 | 78.23+1,34 | 88.12+1,28 | 88,76+3,07 | 90.85+1,74 | 90.95+0,51 | 96,68+0,39 | 1,29+0,30
BHA 92.83+1,42 | 94.68+0,42 | 94.95+£0,90 | 95.3240,25 | 95.59+0,47 | 95.83+0,15 | 95,86+0,10 | 1,81+0,10
1,5625 ng 3,125 ng 6,25 nug 12,5 ng 25 ng 50 ng 100 pg ICs0 pg/mL
EAJO 46,76+ 0,98 | 60,20+ 1,59 | 75,64+0,86 | 85,17+1,10 | 87,51+0,25 Na Na 1,83+0,01
NBJO 43,03+ 0,61 | 73,12+0,25 | 85,26+ 1,23 | 90,03+1,10 | 90,64+0,25 Na Na 1,57+0,09
BHT 49,22+0,75 | 59,22+0,59 | 78,55+3,43 | 90,36+0,00 | 92,18+1,27 | 93,37+0,86 | 94,87+0,87 | 1,59+0,03
BHA 83,42+4,09 | 93,524+0,09 | 93,58+0,09 | 93,63+0,16 | 93,63+0,95 | 94,20+0,90 | 95,39+2,62 1,03+0,00

Les valeurs ICso ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3).

BHA : hydroxyanisole butylé ; BHT : hydroxytoluéne butylé. Na : pas d’absorbance.

1.2.1.3. Test GOR

Concernant le test GOR, il a été constaté que la fraction EAJO démontre une activité supérieure a

celle de la fraction NBJO et de I’huile de cade, avec des valeurs ICso respectives de 7,10 = 0,64
pg/mL, 9,84 + 1,31 pug/mL et 21,93 £+ 0,47 ng/mL. L'efficacité de la fraction EAJO se rapproche

significativement de celle du BHA, dont la valeur I1Cs est de 5,38 & 0,06 ng/mL, révélant ainsi une

aptitude puissante dans le piégeage des radicaux libres.

Tableau 8: Activité antiradicalaire par le test GOR

Extraits/ % Inhibition

Standards 12,5 pg 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg ICs0 pg/mL

HC 36,30+ 0,84 | 56,87+ 0,26 | 83,74+ 2,72 | 89,09+0,98 | 90,27+0,08 | 90,61+0,06 Na 21,92+1,27

EAJO 47,0740,46 | 80,63+ 1,03 | 89,12+ 0,74 | 91,75+0,63 | 92,87+0,15 Na Na 7,10 £ 0,64

NBJO 45,22+ 0,61 | 69,00+ 0,59 | 71,74+ 0,90 Na Na Na Na 9,84 + 1,31
1,5625 3,125 pg 6,25 ug 12,5 pg 25 pg 50 pg 100 pg ICsopg/mL

BHT 34,66+2.62 | 49,23+0,77 | 61,29+0,69 | 68,89+0,26 | 70,02+0,50 | 70,49+0,55 | 71,13£0,74 | 3,32+0,18

BHA 25,99+2.56 | 39,15+0,88 | 54,16£0,27 | 65,02+1,26 | 70,19+0,51 | 70,32+0,65 | 70,60+£0,10 | 5,38 +0,06

Les valeurs 1Cspont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). BHA

: hydroxyanisole butylé ; BHT : hydroxytoluéne butylé. Na : pas d’absorbance.

2.1.1.4. Test CUPRAC

Lors de I'évaluation réalisée via le test CUPRAC, la fraction EAJO a affiché I'activité antioxydante

la plus marquée, avec une valeur A0.5 de 9,58 + 0,72 pg/mL. Cette performance se rapproche des

valeurs Aos observées pour les standards antioxydants reconnus, BHT et BHA, qui sont

respectivement de 5,35 + 0,71 pg/mL et 8,97 + 3,94 ug/mL. En contraste, la capacité antioxydante

de la fraction NBJO ainsi que de I’huile de cade a été moins prononcée, présentant une valeur Ao s

de 20,80 + 1,21 pg/mL et 30,40 + 1,52 pg/mL, respectivement. Cela indique une efficacité
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antioxydante significativement plus faible de ’huile de cade comparée a celle de la fraction EAJO

ainsi que celle de la fraction NBJO.

Tableau 9 : Activité antioxydante par le test Cuprak

Extraits/ Absorbance
Standards 12.5 ng 25 ng 50 pg 100 pg 200 png 400 pg 800 ng  Aos0 (ng/mL
HC 0,20+£0,01 | 0,48+0,01 | 0,77+0,05 | 1,42+0,17 | 2,55+0,8 | 3,56+0,27 | 4,05+0,06 | 30,40+1,52
EAJO 0,54+0,01 | 0,89+0,02 | 1,42+0,03 | 2,57+0,13 | 3,50+0,04 | 3,65+0,20 | 3,90+0,05 | 9,58+0,72
NBJO 0,38+0,05 | 0,54+0,01 | 0,96+ 0,11 | 1,46+0,07 | 2,60+0,04 | 3,69+0,35 | 3,99+0,09 | 20,80+1.21
BHA 1,12+0,05 1,95+0,31 | 3,14+0,46 | 3,58+0,42 | 3,35+0,20 | 3,77+0,19 | 3,92+0,13 5,35+0,71
BHT 1,41+0,03 2,22+0,05 | 2,42+0,02 | 2,50+0,01 | 2,56+0,05 | 2,86+0,07 | 3,38+0,13 8,97+3,94

Les valeurs Agsoont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). BHA

: hydroxyanisole butylé ; BHT : hydroxytoluéne butylé.
1.2.1.5. Test du pouvoir réducteur

Dans I'évaluation du pouvoir réducteur, l'action des antioxydants, servant de réducteurs, est illustrée
par la réduction du Fe** en Fe?" via la méthode au ferrocyanure de potassium. Cette approche met
en lumiere les capacités de I’huile de cade et des fractions EAJO et NBJO comme donneurs
d'¢lectrons, révélant une activité antioxydante notable. En comparaison avec le standard d'acide
ascorbique, qui présente une valeur Aos de 6,73 = 1,15 ug/mL, I'extrait EAJO a exhibé un potentiel
réducteur remarquable, avec une valeur Aos de 12,67 = 0,5 pg/mL. L'huile de cade, quant a elle, a
démontré une activité modérée avec un ICso de 19,40 + 0,45 pg/mlL.

Tableau 10 : Activité antioxydante par le test du pouvoir réducteur

Extraits/ Absorbance
Standards 12.5 ug 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg  ICso pg/mL
HC 0,12+0,01 | 0,20+0,01 | 0,33+0,02 | 0,63+0,03 | 0,77+0,01 | 1,25+0,07 | 2,39+0,35 | 19,40+0,45
EAJO 0,244+0,03 | 0,37+ 0,01 | 0,49+ 0,00 | 0,78+0,04 | 1,54+0,33 | 1,93+0,11 | 2,97+0,18 | 12,67+0,51
NBJO 0,17£0,02 | 0,26=0,02 | 0,32% 0,03 | 0,60£0,06 | 0,78£0,00 | 1,43+0,13 | 1,94%0,19 | 23,44+0,57
A. ascorbique | 0,35£0,05 | 0,46£0,03 | 0,84+0,12 | 0,93+0,30 | 1,18+0,34 | 1,37+0,20 | 1,44x021 | 6,77+1,15
a-Tocophérol | 0.11+0,00 | 0.16+0,00 | 0,21=0,03 | 0,35+0,03 | 0,73+0,03 | 1,37+0,08 | 1,81+0,09 | 34,93+2.38

Les valeurs ICso ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). *

Composés de référence.

1.2.1.6. Analyse de la réduction du fer métallique évaluée par le dosage a la phénanthroline et

le dosage des nanoparticules d'argent (SNP)

L'évaluation de la réduction du fer métallique a été effectuée via le test de la phénanthroline. Comme
indiqué dans le tableau 11, I'activité antioxydante la plus élevée a été enregistrée pour la fraction
NBJO, avec un ICso de 2,09 + 0,57 pg/mL, suivie de pres par la fraction EAJO, avec un ICso de 2,77

+ 0,28 pg/mL. En revanche, I'huile de cade a montré I'activité antioxydante la plus faible, avec un
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ICso de 11,52 £0,48 ng/mL. De plus, NBJO a démontré une capacité antioxydante supérieure a celle
du standard BHT, avec un ICso de 2,12 = 0,04 pug/mL. Dans le test utilisant des nanoparticules
d'argent, la fraction EAJO s'est révélée plus efficace que la fraction NBJO, présentant une valeur
Aosde 16,11 £ 1,18 pg/mL, proche a celle du standard d'acide ascorbique, qui avait une Agsde 7,14
+ 0,05 pg/mL. Le NBJO a affiché une valeur Aos de 220,00 + 3,54 pg/mL, tandis que 1’huile de
cade n’a exprimé aucune activité (Tab. 12). Il est a noter que les résultats des tests GOR, CUPRAC,

a la phénanthroline et les nanoparticules d'argent sont rapportés pour la premicre fois pour I'espéce

J. oxycedrus originaire d'Algérie, car jusqu'a présent, aucune étude similaire n'avait ¢té réalisée.

Tableau 11: Activité antioxydante par le test Phénanthroline

Extraits/ Absorbance

Standards 12,5 ng 25 ng 50 pug 100 pg 200 png 400 pg 800 ng  Aospg/mL
HC 0,42+0,01 | 0,45+0,01 | 0,51+0,02 | 0,54+0,01 | 0,64+0,01 | 0,73+0,02 | 0,95+0,15 | 11,52+0,48
EAJO 0,53+0,08 0,99+ 0,07 | 1,74+ 0,33 2,46+0,50 3,77+0,32 | 4,09+0,07 | 4,11+0,13 | 2,77+0.28
NBJO 0,50+0,02 | 0,69+0,02 | 0,87+0,17 | 1,39+0,32 | 2,59+0,75 | 3,79+0,34 | 4,03+0,02 | 2,09+0.57

0,78125 ng 1,5625ng 3,125 ug 6,25 nug 12,5 ng 25 ng 50 pg Ao.s pg/mL
BHA 0,49+0,01 0,59+0,01 | 0,73+0,02 | 0,93+0,01 | 1,25+0,04 | 2,10+0,05 | 4,89+0,06 | 0,93+0,07
BHT 0,47+0,01 0,47+0,01 | 0,53+0,03 1,234+0,02 1,84+0,01 | 3,48+0,03 | 4,84+0,01 2,24+0,17

Les valeurs Ag s ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). BHA

: hydroxyanisole butylé ; BHT : hydroxytoluene butylé. Na : pas d’absorbance.

Tableau 12 : Activité antioxydante par le test nanoparticules d'argent (SNP)

Extraits/ Absorbance

Standards 12.5 pg 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg  Aos(pg/mL)
HC Na Na Na Na Na Na Na /
EAJO 0,48+0,01 | 0,61+£0,04 | 0,64+ 0,04 | 0,85+0,02 | 0,99+0,07 | 1,11+0,01 | 1,23+0,01 | 16,11+1,18
NBJO Na Na 0,33+ 0,01 | 0,40+0,04 | 0,42+0,10 | 0,80+0,04 § 0,99+0,05 | 220,00+3,54

1,5625png 3,125pg 6,25ug 12,5pg 25ug S0pg 100pg Aos (ng/ml)

A. ascorbique | 0,24+0,00 | 0,32+0,01 0,45+0,01 | 0,75£0,01 | 1,22+0,02 | 1,90+0,03 | 2,35+0,01 7,14+0,00
Trolox 0,17+0,00 | 0,22+0,01 0,23+0,00 | 0,30+0,01 | 0,43+0,01 | 0,64+0,03 | 1,04+0,01 | 34,17+1,23

Les valeurs Ags ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne = Ecart Type (n=3). BHA

: hydroxyanisole butylé ; BHT : hydroxytoluéne butylé. Na : pas d’absorbance.

1.3. Activité enzymatique

L’¢évaluation de I’activité enzymatique de I'huile de cade et des fractions obtenues de Juniperus

oxycedrus a été réalisée par I’inhibition de quatre enzymes.

1.3.1. Activité anti Alzheimer via ’inhibition de I’acétylcholinestérase

L'activité anticholinestérase a été évaluée en utilisant la méthode d'Ellman, avec l'enzyme
acétylcholinestérase (AChE), dans le but de déterminer leur capacité a inhiber 'AChE. Les résultats,

illustrés dans le tableau ci-dessous, exposent l'activité inhibitrice de I'AChE des extraits, en
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comparaison avec celle de la galantamine, un médicament couramment utilisé dans la prise en

charge des stades précoces de la maladie d'Alzheimer légere.

Selon ces résultats présentés dans le tableau 13, il est constaté que tous les extraits inhibent I'AChE
a diverses concentrations. Cette inhibition croissante avec l'augmentation des doses indique une

réponse dose-dépendante pour chacun des extraits testés.

Parmi ces extraits, la Fraction EAJO a démontré la plus forte activité inhibitrice de I'AChE, avec
une valeur d'ICso de 14,60+0.98ug/mL, ce qui la rend seulement deux fois moins active que la
galantamine, dont I'lCso est de 6.27+1.15 pug/mL. L'huile de cade, de son c6té, a affiché une activité
inhibitrice modérée, avec un ICso de 61,08+1,19, observable uniquement a des concentrations
élevées (200ug-800ug). Cela pourrait suggérer une concentration plus faible en composés
inhibiteurs de I’AChE ou une affinité réduite de ces composés pour I'enzyme cible,
comparativement a I'extrait EAJO et a la galantamine. En revanche, la fraction NBJO a révélé une
activité anticholinestérasique faible, avec un pourcentage d'inhibition significativement inférieur a

celui de la galantamine.

Tableau 13: Activité inhibitrice de 1'acétylcholinestérase

Extraits/ % inhibition de I’acétylcholinestérase

Standards 12,5 pg 25 ng 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg ICs0 pg/mL
HC Na Na Na Na 35,88+1,13 | 79,37+0,66 | 95,40+0,47 | 61,08+1,19
EAJO 14,92+0,84 | 27,09+0,20 | 44,44+0,55 | 63,75+0,40 | 74,94+2,63 | 87,49+1,93 | 94,74+1,39 | 14,60+£0.98
NBJO 0,17+£0,02 | 0,26+0,02 | 0,32+0,03 | 0,60+£0,06 | 17,66+1,93 | 37,22+1,83 | 47,73+0,35 | 201,22+0.88
Galantamine | 35,93+2,28 | 43,77+0.00 | 68,50+0,31 | 80,69+0,41 | 85,78+1,63 | 91,80+,20 | 94,77+ 0,34 | 6,27+1,15

Les valeurs ICsp ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). Na :

pas d’absorbance.
1.3.2. Activité anti-diabétique via ’inhibition de ’alpha amylase

Les résultats, présentés dans le tableau 14, montrent l'activité inhibitrice de l'a-amylase par I’huile
de cade, EAJO et NBJO, comparée a celle de I’ Acarbose, un médicament antidiabétique utilisé dans
le traitement du diabéte de type 2. D'apres les données recueillies, il est observé que les extraits ont

manifesté une faible activité inhibitrice de 1’a-amylase.

Les fractions EAJO et NBJO ont révélé une faible activité, avec des valeurs d'ICso de
639,48+7.43ug/ml et 975,83+15.95ug/ml respectivement, ce qui est nettement moins efficace
comparé a I’ Acarbose qui présente un 1Cso de 365,93+1,70. En revanche, I'huile de cade a révélé
l'activité la plus élevée parmi les extraits testés, avec une valeur d'ICso de 95,19+2,37 pg/ml,

surpassant méme celle de I'Acarbose. Ceci indique une excellente activité antidiabétique.
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Tableau 14 : Activité inhibitrice de 'a-amylase

Extraits/ % Inhibition

Standards 12,5 ng 25 ng 50 ng 100 ng 200 ng 400 pg 800 pg ICs0 ng/mL

HC Na 24,88+1,61 | 25.57+3,52 | 35,19+0,63 | 53,36+1,00 | 80,89+2,33 98.38+4,05 | 95.19+2,37

EAJO Na Na Na 15,01+0,38 | 22,85+0,19 | 34,67+0,24 | 37,79+0,09 | 639,48+7,43

NBJO Na Na Na Na 19,23+0,09 | 22,41+0,52 | 29,75+0,09 | 975,83+15,95
62,5 ng 125 pg 250 pg 500 png 1000 ug 2000 ug 4000 pg  ICso (ug/ml)

Acarbose | 7,76+0,17 | 8,08+0,30 | 9,46+0,11 | 10,70+0,96 | 31,81+2,89 | 37,21+3,54 | 53,05+1,59 | 365,93+1,70

Les valeurs ICsp ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). Na :

pas d’absorbance.
1.3.3. Activité anti uréase

Les résultats, présentés dans le tableau ci-dessous, montrant I'activité inhibitrice de l'uréase par
I'huile de cade, EAJO et NBJO, en comparaison avec celle de la Thiourée, un inhibiteur bien connu
de l'uréase, éte utilisé comme composé de référence. D'apreés ces résultats affichés dans le tableau
15, il est observé que les extraits ont manifesté une faible activité inhibitrice de 1’uréase. La fraction
AEJO et I’huile de cade ont révélé une faible activité, avec des valeurs d'ICso de 245,77+3.75/ml et
340,91+9,82ug/ml respectivement, ce qui est considérablement moins efficace comparé a la

Thiourée, dont I'lCsg est de 11.57+0.68 pug/mL. Par ailleurs, NBJO a démontre I'activité la plus faible

parmi les extraits etudiés.

Tableau 15 : Activité inhibitrice de 1’uréase

Extraits/ % Inhibition

Standards | 12,5 ng 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg 1Cs0 pg/mL

HC Na Na 25,3622,55 | 28,89+1,47 | 43,05+1,47 | 53,28+0,58 NA 340,91+9,82

EAJO Na 8,20+0,87 | 27,27+1,32 | 35,68+0,32 | 42,50+1,23 | 67,76+1,72 | 84,86+2,10 | 245,77+3,75

NBJO Na Na Na Na 6,47+3,60 | 22,50+5,16 | 48,42+2,25 | 819,60+18,68
3,125 pg 6,25 pg 12,5 pg 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg ICso pg/mL

Thiourée | 4,49+0,78 | 19,85+2,74 | 55,64+4,24 | 94,17+0,15 | 98,42+0,19 | 98,49+0.41 | 98,90+0,05 | 11.57+0.68

Les valeurs ICsp ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). Na :

pas d’absorbance.
1.3.4. Activité anti hyperpigmentation via ’inhibition de la tyrosinase

Les effets inhibiteurs de I'huile de cade et des fractions de Juniperus oxycedrus sur l'activité de la
tyrosinase sont présentés dans le tableau 16. Parmi ceux-ci, uniquement la fraction EAJO a réussi
a inhiber l'activité de la tyrosinase, bien que modestement, avec un ICso de 206,44+18.48,
comparativement a l'acide kojique (ICs0=25,23+0,78ug/ml), reconnu principalement pour son
efficacité contre la tyrosinase et utilisé comme agent éclaircissant. En revanche, I'huile de cade et la

fraction NBJO n'ont montré aucune activité inhibitrice.
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Tableau 16 : Activité inhibitrice de la tyrosinase

Extraits/ % Inhibition
Standards 12.5 pg 25 pg 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg ICs0 pg/mL
HC Na Na Na Na na na na /
EAJO Na Na Na Na 12,02+6,37 | 25,77+5,03 | 48,54+2,35 | 206,44+18.48
NBJO Na Na Na Na Na Na Na /
3.125 pg 6,25 ug 12,5 pug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 1Cso pg/mL
Acide Kojique | 6,91+0,75 | 19,22+0,75 | 36,29+2,92 | 49,46+2,24 | 58,32+0,37 | 64,360,65 | 66,95+2,24 | 25.23 +0.78

Les valeurs ICsp ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). Na :

pas d’absorbance.

Tableau 17: Récapitulatif de I’activité enzymatique

Extraits/ Standards Anti —~AChE Anti-a Amylase Anti-Tyrosinase Anti-Urease
ICso (ng/mL) ICso (ng/mL) ICso0 (ng/mL) I1Cso (ng/mL)
HC 61,08+1,19 95,1942,37 NA 340,91+9,82
AEJO 14.60 £+ 0.98 639.48 + 7.43 206.44 + 18.48 245.77+£3.75
NBJO 201.22+1.88 975.83 £15.95 NA >200
Galantamine 6.21+0.12 NT NT NT
Acarbose NT 365,93+10,70 NT NT
Acide Kojique NT NT 25.23+£0.78 NT
Thiourée NT NT NT 11.3540.3

Les valeurs ICso ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3). Na :

pas d’absorbance. NT : non testé.

1.4. Activité anti-inflammatoire

Comme illustré sur le tableau 18 et la figure 37, I'effet anti-inflammatoire in vitro des extraits, y
compris I'huile de cade, NBJO, et EAJO, a eté évalué en utilisant le modele de dénaturation de
I'albumine sérique bovine (BSA). A différentes concentrations, l'activité inhibitrice de ces extraits
contre la dénaturation protéique induite par la chaleur a été comparée a celle de molécules de
référence diclofénac. A 500 pg/mL, I'huile de cade a exhibé une action anti-inflammatoire
significative avec un pourcentage d'inhibition de 73,62%, proche a celui du diclofénac, qui est de
91,29%. Dans ce contexte, les résultats pour AEJO et NBJO révelent des performances d'inhibition
respectives de 52,59% et 43,01%, illustrant une capacité modérée a inhiber la dénaturation
protéique, comparativement a I'huile de cade

Tableau 18 : Effet de I'huile de cade et des fractions de feuilles de Juniperus oxycedrus sur la
dénaturation de 1'albumine (BSA)

Fractions/standard Inhibition de la dénaturation du BSA
ICso pg/mL
HC 197,55+3,479
AEJO 430.27+8.22
NBJO 586.12+11.38
Diclofénac 61.87+£0.49

Les valeurs ICs ont été calculées par analyse de régression linéaire et exprimées en Moyenne + Ecart Type (n=3).
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Figure 37: Pourcentage d'inhibition de la dénaturation du BSA par les différents extraits du
Jjuniperus oxycedrus en comparaison avec le diclofénac

1.5. Activité photoprotection

Dans cette étude, I'efficacité photoprotectrice de I'huile de cade et des fractions issues de J.
oxycedrus a été évaluée en mesurant leur facteur de protection solaire (FPS). Les niveaux de FPS
ont été classés de minimal a maximal pour évaluer la capacité de protection contre les rayons UV -
B nocifs. Les catégories de protection, selon la Recommandation de la Commission Européenne
2006, varient d'une protection minimale (FPS de 6 a 10) a une protection modérée (FPS de 15 a 25),
une protection élevee (FPS de 30 a 50) et une protection maximale (FPS supérieur a 50) (Voir
annexe 24). La mesure du FPS a été réalisee par spectrophotométrie, en utilisant I'équation
développee par Mansur et al. (1986). Les résultats, illustrés dans le tableau 19, montrent l'activité
photoprotectrice de I'huile de cade, de EAJO et de NBJO, comparée a celle des cremes solaires
commercialisées par Vichy et Nivea (Tab. 20). 1l ressort de ces résultats que les extraits ont montré
une activité allant de modérée a élevée en termes de protection. La fraction NBJO et I’huile de cade
ont montré des niveaux de protection ¢€levés, avec des valeurs de FPS de 31,71 + 0,31 et 30,74 +
0,28 respectivement. Cependant, ces valeurs sont inférieures a celles des produits de référence Nivea
et Vichy, qui présentent des FPS de 50,11 £ 0,53 et 44,23 + 0,35. D'autre part, EAJO a révél¢ une
activité modérée, avec un FPS de 22,62 + 1,52.

Tableau 19 : Valeurs du facteur de protection solaire des extraits du J. oxycedrus

A(mm) EE xI (nm) AEJO NBJO HC
Abs SPF Abs SPF Abs SPF

290 0.015 3,095+£0,12 0,464+0.01 3,088+0,02 0,463+0.03 3,113£0,05 0,466+ 0.00
295 0.0817 2,837+0,11 2318+£0,09 3,156+£0,02 2,580+0.02 3,065£0.02 2,504+ 0.02
300 0.2874 2,485+0,16 7,142+0,46 3,161 £0,04 9,084+£0.11 3,109+0.04 8,936+0.13
305 0.3278 2,193+0,16 7,190+0,53 3,187+0,01 10,45+0,04 3,075£0.06 10,079+0.22
310 0.1864 1,990 £0,14 3,709+0,27 3,189+0,05 5,945+0.09 3,071£0.06 5,724+ 0.12
315 0.0837 1,804 +0,13 1,510+£0,11 3,144+0,01 2,631£0.01 2,987+0.01 2,500+ 0.01
320 0.018 1,589+0,11 0,286+0.02 3,084+0,06 0,555+0.01 2,95+0.02 0,531+ 0.00

Total 1 22.62 +£1.52 31.71 £ 0.31 30,74+ 0,28

A : La longueur d'onde, EE : spectre d'effet érythémal, I : spectre d'intensité solaire, Abs : absorbance du produit de protection

solaire.
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Tableau 20 : Valeurs du facteur de protection solaire des crémes solaires commercialisées

A (nm) EE x I (nm) Vichy
Abs SPF Abs SPF
290 0.015 5,141+ 0,00 0,771+ 0.00 4.457 +0.02 0.668 = 0.00
295 0.0817 5,492+ 0,00 4,486+ 0,00 4.464 £0.02 3.647 +£0.01
300 0.2874 5,01+ 0,00 14,398+ 0,00 4.409 + 0.03 12.671£0.10
305 0.3278 4,933+ 0,07 16,172+ 0,23 4.416+0.03 14.47+0.11
310 0.1864 5,021+ 0,15 9,35+ 0,28 4,428 +£0.04 8.25+0.08
315 0.0837 4,827+0,00 4,040+ 0,00 4.415+0.02 3.704 + 0.01
320 0.018 4,880+ 0,11 0,878+ 0,02 4.49 £0.05 0.808 = 0.00
Total 1 50,11+0,53 44.23 £ 0.35

A : La longueur d'onde, EE : spectre d'effet érythémal, I : spectre d'intensité solaire, Abs : absorbance du produit de

protection solaire.

2. Discussion de la partie expérimentale in vitro

L'extraction de principes actifs a partir de matieres végeétales suscite un vif intérét de nos jours, en
grande partie grace a leur potentiel biologique. L'isolation de polyphénols et de flavonoides
s'effectue a l'aide de divers solvants. 1l est largement reconnu dans la littérature scientifique que le
méthanol offre les meilleurs rendements d'extraction. Cependant, en raison de sa toxicité, son
utilisation est restreinte dans les applications industrielles. Pour surmonter cet obstacle, le méthanol
est souvent remplacé par des solvants organiques moins toxiques qui offrent également des
rendements d'extraction satisfaisants. L'éthanol, le n-butanol, I’acétate d’éthyle et I'éther de pétrole
figurent parmi ces alternatives, sélectionnés pour leur sécurité et leur efficacité (Bartnick et al.,
2006). L'objectif de I'emploi de différents solvants, possedant des polarités variees, est de maximiser
I'extraction de composés bioactifs spécifiques depuis la source végétale et d’en localiser les
principes actifs. L'utilisation de l'acétate d'éthyle vise a recueillir un extrait enrichi en composés
polaires, tandis que I'extraction avec le n-butanol permet d'obtenir un extrait concentré en composés
trés polaires.

Concernant les rendements des fractions d'acétate d'éthyle et de n-butanol obtenus a partir des
feuilles de Juniperus oxycedrus, les valeurs étaient respectivement de 5,3 % et 12 %, respectivement
(Tab. 05). Ces quantités different de celles obtenues dans I'étude de Mazari (2008), qui a rapporté
pour les feuilles de Juniperus oxycedrus un rendement plus bas, a 2,66 %, pour la fraction d'acétate
d'éthyle (AcOEt), et un rendement significativement plus élevé de 14 % pour la fraction de n-butanol
(n-buOH). En revanche, dans I'étude de Djellouli et al. (2022), un rendement de 9 % et de 14 % a
été observé respectivement pour l'extrait aqueux et I'extrait méthanolique des feuilles de J.
oxycedrus. Il est important de noter que le rendement de I'extraction est influencé par plusieurs
facteurs. En effet, outre la variation inter-spécifique, il existe également une variation intra-

spécifique. La premiére peut étre expliquée par des facteurs génétiques et environnementaux
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(Siddhuraju et Becker, 2003), tandis que la seconde peut étre due a la méthode d'extraction et aux
conditions dans lesquelles la procédure est réalisée, telles que la température, le pH et le temps
d'extraction (Do et al., 2013).

Les polyphénols, largement répandus en tant que métabolites secondaires dans les plantes,
constituent la principale source d'antioxydants naturels. Grace a leurs groupes hydroxyles, ils
peuvent neutraliser efficacement les radicaux libres (Khan et al., 2019). Ces antioxydants primaires,
incluant les acides phénoliques, flavonoides, tanins, stiloénes et coumarines, entre autres, ont
démontré plusieurs propriétés thérapeutiques réduisant le risque de cancer et de diabeéte,

présentant des propriétés anti-inflammatoires, anti-allergiques, antibactériennes et antivirales
(Pandey et Rizvi 2009).

Dans ce contexte, de nombreuses recherches phytochimiques et pharmacologiques ont mis en
évidence l'abondance de polyphénols et de flavonoides dans I’espéces de Juniperus oxycedrus ainsi
que sa capaciteé antioxydante (Loizzo et al., 2007 ; Taviano et al., 2013 ; Fadel et al., 2016, ;
Miceli et al., 2020 ; Meringolo et al., 2022).

Les études concernant I'ensemble des composeés bioactifs de I'huile de cade sont rares, voire absente
dans la littérature scientifique. L'attention de la recherche s'est principalement portée sur l'analyse
des extraits de Juniperus oxycedrus et de leur huile essentielle. Face a cet flux de données se
concentrant uniquement sur les extraits de Juniperus oxycedrus et leur huile essentielle, notre intérét
s'est porte sur I'évaluation des contenus bioactifs totaux des extraits d'huile de cade provenant du
bois et des branches de Juniperus oxycedrus, ainsi que sur I'examen de leurs caractéristiques
pharmacologiques. En outre, nous avons également exploré les fractions d'acetate d'éthyle et de n-
butanol de la méme espéce, afin d'enquéter sur leurs potentiels.

Dans la littérature, une variété de résultats a été documentée concernant le contenu bioactif des
parties aériennes de divers extraits de J. oxycedrus. Cependant, les études portant spécifiquement
sur les fractions d'acétate d'éthyle et de n-butanol sont peu rapportées.

Selon les recherches précédentes, la concentration en polyphénols rapportée par Chaouche et al.
(2013) est de 133,08+4,1 mg EAG/g dans l'extrait hydro-méthanolique des aiguilles de J. oxycedrus
collectées a Tlemcen. Ce chiffre apparait faible en comparaison avec celui que nous avons mesuré
dans notre fraction EAJO (252,56 + 3,91 ng EAG/mg). De la méme maniere, I'extrait éthanolique
des parties aériennes de J. oxycedrus de Batna, étudié par Fadel et al. (2016), a révélé un contenu
en flavonoides de 23,11+3,22 ug EQ/mg... une valeur également inférieure a celle que nous avons
observée dans nos extraits. A I'opposé, Ben Mrid et al. (2019) ont identifié des concentrations
nettement supérieures, avec 292,52+11 mg EAG/g pour les polyphénols et 54,58 + 2,98 mg EQ/g

pour les flavonoides, dans l'extrait méthanolique de l'espéce marocaine de J. oxycedrus. Dans une
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veine similaire, Djellouli et al. (2022), ont trouvé un taux élevé de flavonoides (90,56+2,23 mg
EQ/g) dans I'extrait méthanolique des feuilles de J. oxycedrus collectées & Mascara, ce qui dépasse
largement nos propres résultats. Les variations entre ces résultats peuvent s'expliquer par la méthode
d'extraction utilisée, les conditions environnementales spécifiques ou le stade de développement de
la plante (Djellouli et al., 2022).

A notre connaissance, aucune étude identifiant la teneur en polyphénols et flavonoides jusqu'a
présent de I'huile de cade n'a été publiée jusqu'a ce jour.

D'apres notre étude réalisée par UPLC LC-MS/MS, il est apparu des variations dans le pourcentage
des composés identifiés a travers les différentes fractions dérivées de J. oxycedrus. La rutine a été
identifiée comme le principal flavonoide dans les fractions EAJO et NBJO, avec des pourcentages
de surface de 86,78 % et de 88,14 %, respectivement, suivis de la présence de chrysine avec des
pourcentages de 11.69% et de 11.31%, respectivement.

Une étude récente menée par Meringolo et al. (2022) a démontré que 1’(—)-épicatéchine, la rutine
et le quercétine-3-O-glucoside étaient les principaux constituants identifies dans les fractions
polaires de la partie aérienne de J. oxycedrus collecté en Italie. Dans une étude antérieure de
Yaglioglu et al. (2017), la rutine et la catéchine ont éte identifiées comme les composeés phénoliques
les plus abondants dans I'extrait méthanolique de J. oxycedrus collecté en Turquie. De plus, une
étude a révélé que l'acide chlorogenique, la naringénine et la rutine étaient les composés les plus
détectés dans I'extrait méthanolique des feuilles de J. oxycedrus d'Algérie (Djellouli et al., 2022).
D'autre part, I'acide salicylique, I'nespéridine, la rutine et la naringénine ont été signalés comme les
composes les plus abondants dans I'extrait méthanolique obtenu de l'espéce marocaine de J.
oxycedrus (Ben Mrid et al., 2019).

La comparaison du profil des composés phénoliques des fractions de feuilles EAJO et NBJO de J.
oxycedrus dans notre étude avec ceux identifiés dans les parties aériennes de la méme espece dans
des recherches antérieures a mis en évidence des variations dans les composés détectés. En effet, la
rutine, la naringénine et I'hespéritine ont été précédemment détectés dans les extraits de J. oxycedrus
(Ben Mrid et al., 2019 ; Djellouli et al., 2022 ; Er Kemal et al., 2023). Cependant, la catéchine,
I'acide caféique, I'acide chlorogénique et I'acide gallique, détectés dans les recherches mentionnées
ci-dessus (Meringolo et al., 2022 ; Yaglioglu et Eser, 2017), n'ont pas été trouvés dans notre étude.
En contraste, la chrysine et l'acide férulique détectés dans cette étude, ont été rapportés pour la
premiére fois dans I'extrait aqueux de J. oxycedrus d'Algérie par Er Kemal et al. (2023). Concernant
la quercétine, le béta-caroténe, la viniférine et I'acide folique, ces composés ont été détectés pour la

premiére fois dans notre étude, bien qu’avec de faibles concentrations.
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Nos résultats de composition chimique de J. oxycedrus ne concordaient pas entierement avec les
données existantes dans la littérature sur la méme espece, cette différence peut dériver des variations
dans les espéces végétales examinées, la sélection et les types de composés standards utilisés dans
les analyses. Une exploration plus approfondie utilisant une gamme plus large de composés
standards dans les recherches futures pourrait potentiellement fournir une compréhension plus
compléte du profil chimique de J. oxycedrus.

En ce qui concerne l'activité antioxydante des divers extraits de Juniperus oxycedrus, y compris
I’huile de cade, l'analyse a révélé que leur efficacité varie en comparaison avec les standards, en
fonction des méthodes d'évaluation employées. Cette étude a permis de constater une variabilité
significative dans la composition chimique des extraits, impactant directement leur potentialité.

Il est intéressant de noter que la capacité des extraits de Juniperus oxycedrus a neutraliser les
radicaux libres varie proportionnellement a leur concentration, mettant en évidence I'importance de
cette derniére dans I'évaluation de l'activité antioxydante. Parmi ces extraits, la fraction acétate
d'éthyle s'est distinguée en affichant la meilleure activité antioxydante, surpassant les autres extraits
testés. De plus, I’extrait acétate d’éthyle de Juniperus oxycedrus a démontré une supériorité en
termes d'activité antiradicalaire, notamment dans les tests ABTS, phenanthroline, et galvinoxyl,
ainsi qu'une capacité antioxydante remarquable dans la réduction du cuivre (CUPRAC), du fer
(pouvoir réducteur) et les essais sur la réduction de nanoparticule d’argent (SNP). Bien que cette
fraction contienne une concentration elevee en polyphénols, ce n’est pas la plus importante
comparée a d'autres. Elle se distingue toutefois par la concentration la plus élevée en flavonoides
parmi les extraits etudiés de Juniperus oxycedrus, soulignant ainsi son potentiel antioxydant
exceptionnel. Ces fortes activités pourraient étre expliquées par la nature de ses composeés, en
particulier la présence de flavonoides comme la rutine et leur interaction synergique avec d'autres
composeés polyphénoligues.

Les radicaux libres synthétiques DPPH et ABTS, servent couramment a mesurer les propriétes
antioxydantes d’extraits végétaux. Exposées a des antioxydants, des molécules instables comme
DPPHe* ou ABTSe+ se transforment en structures plus stables, en captant un électron ou un atome
d'hydrogéne de la molécule antioxydante (Gulgin, 2012).

Grace a leurs structures comportant des groupes hydroxyles, les flavonoides et les composés
phénoliques peuvent céder des atomes d'hydrogene, neutralisant les espéces radicales et les formes
réactives de l'oxygene (Saravanan et Parimelazhagan, 2014). Un antioxydant puissant capable de
piéger les radicaux agit également comme un puissant réducteur (Bisset et al., 2020).

Concernant l'activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH, I'huile de cade a démontré une activité

supérieure a celle des autres extraits et proche de celle du standard a-tocophérol. Cette efficacité
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pourrait étre attribuée a la présence possible d'une quantité significative de molécules donneuses
d'hydrogéne, susceptibles de réduire la génération de radicaux et la décoloration dans les tests
DPPHe (Prasad et al., 2013).

Abdellah et al. (2018) ont indiqué que I'huile de cade exprimait une 1Cso de 1,45 + 0,05 pg/mL
contre le radical DPPH, révélant une activité antioxydante plus élevée que nos résultats. Pour les
fractions EAJO et NBJO, avec des valeurs 1Cso de 30,36 + 0,20 et 73,55 * 0,67 respectivement, leur
activité antioxydante mesurée par le test DPPH pour la fraction acétate s'approche de celle rapportée
en 2022 par Meringolo et al. (20,6 + 2,3 pg/mL). Cependant, cela ne correspond pas aux résultats
de recherches antérieures menées par Belhaddad et al. (2023), ou les extraits d'acétate d'éthyle et
de n-butanol ont démontré une forte activité de piégeage avec des valeurs I1Csq allant de 12,24 +
0,44 pg/mL a 27,57 + 0,60 pg/mL, respectivement, ce qui est également supérieur a nos résultats.
La diversité dans les structures des composeés phénoliques eux-mémes peut entrainer une efficacité
antioxydante variable, certains composes ayant des capacités de piégeage de radicaux plus élevées
que d'autres en fonction de leur structure Belhaddad et al. (2023). Ces éléments ensemble peuvent
contribuer aux variations observées dans les resultats d'activité antioxydante des différents extraits
de Juniperus oxycedrus.

Dans le méme contexte, I'évaluation de l'activité de neutralisation des radicaux par le biais de test
ABTS a éte réalisee. Les données obtenues, illustrées dans le tableau 09, indiquent que la fraction
EAJO affiche une forte activité radicalaire de 1,57+0,09 pg/ml, inférieure a celle du standard
antioxydant BHT, qui est de 1,14 +0,11 pg/ml. De maniere cohérente, la fraction NBJO a présenté
une activité avec une valeur ICso de 1,83+0,01 pg/ml, ce qui se situe a proximité des valeurs I1Cso
du BHT et du BHA, a savoir 1,75£0,20 et 1,14+0,11 pg/ml, respectivement. Ce qui est en harmonie
avec les recherches précédentes de Ben Mrid et al. (2019), qui ont établi que I'extrait méthanolique
de J. oxycedrus était capable d'inhiber ABTS™ avec une excellente un I1Cso de 0,12+0,00 mg/ml. En
revanche, les activités ABTS mentionnées par Meringolo et al. (2022) ; Jemli et al. (2016) et
Chaouche et al. (2015), respectivement a 9,3+1,3 pg/ml, 19,80 + 0,55 pg/ml, et 90,16 + 4,2 pg/ml,
sont moins efficaces par rapport a nos résultats. A notre connaissance, I'huile de cade n'avait pas été
précédemment évaluée par le test ABTS. Cependant, nos propres résultats montrent que cet extrait
possede une activité antioxydante notable, plus aux moins comparable a celle des standards utilisés
dans notre étude. Cette efficacité de I'huile de cade est probablement due a sa riche teneur en
composés phénoliques.

En résumé, les radicaux DPPHe et ABTS++ sont des especes de radicaux libres qui deviennent
stables en acceptant des électrons ou des molécules d’hydrogene (Gulgin, 2012). Les différents

extraits de Juniperus oxycedrus, y compris I’huile de cade, riches en composés phénoliques et

90



flavonoides, jouent un role majeur dans l'interception des radicaux libres, donnant leur hydrogéne a
partir des groupes hydroxyles phénoliques et formant ainsi des radicaux stables qui ne participent
pas a l'oxydation des lipides (Saravanan et Parimelazhagan, 2014). Concernant l'activité de
piégeage du DPPH, qui s'est avérée faible pour les extraits AEJO et NBJO, ces derniers ont
cependant montré une excellente activité avec le test ABTS. Selon Wang et al. (1998) il est a noter
que certains composés capables de piéger le radical ABTSe+ peuvent ne pas agir de la méme
maniére avec le radical DPPHe. Cette différence d'activité peut aussi étre expliquée par la présence
de tannins, des molécules de haut poids moléculaire qui pourraient diminuer la production
d'ABTSe+ en inhibant I'activité du persulfate de potassium. L'efficacité de ces composés dépendrait
de leur poids moléculaire, du nombre de leurs cycles aromatiques et de la disposition de leurs
groupes hydroxyles. (Hagerman et al., 1998).

Lors de l'analyse de la capacité réductricele (test du pouvoir réducteur), la présence d'antioxydants
dans les extraits a analysés entrainerait la réduction des ions ferriques (Fe*") en ions ferreux (Fe*"),
diminuant ainsi la concentration en ions ferriques disponibles (Zengin et al.,, 2011). Cette
transformation chimique sert d'indicateur de l'activité antioxydante des extraits, puisque la capacité
a réduire les ions Fe’" refléte directement la présence et l'efficacité des composés antioxydants a
neutraliser les espéces réactives d'oxygene et a prévenir l'oxydation (Zengin et al., 2011).

En comparant nos résultats concernant I'huile de cade, avec un ECso de 19.4 £ 0.45 pg/mL, a ceux
rapportés par Abdellah et al. (2018), nous constatons que leur étude a mis en évidence une capacité
de réduction du fer par I'huile de cade présentant une activité nettement supérieure a la notre, avec
des valeurs d'ECso de 0.15 £+ 0.020 pl/ml.

En ce qui concerne les fractions, et en se référant a nos données, Jemli et al. (2016) ont démontré
que l'extrait aqueux des feuilles de J. oxycedrus marocain avait ¢galement une capacité de réduction
notable, avec une valeur d'ICso assez proche de la noétre, soit 24,23+0,07 pg/ml. En revanche,
Meringolo et al. (2022), Ben Mrid et al. (2019) et Chaouche et al. (2013) ont rapporté des valeurs
d'ICso de 99,5 + 3,7 pg/ml, 139,14 £ 2,77 mg/ml et 290 + 18,3 ng/ml, respectivement, suggérant des
activités antioxydantes moins prononcées par rapport a celles observées dans notre étude.

A notre connaissance, cette étude est la premiére dans la littérature a évaluer I'activité antioxydante
des différents extraits de Juniperus oxycedrus en utilisant les tests du galvinoxyle, de la
phénanthroline, de la réduction cuprigue (CUPRAC), ainsi que la méthode des nanoparticules
d'argent (SNP). Un antioxydant efficace dans le piégeage des radicaux libres agit souvent aussi
comme un réducteur puissant (Bisset et al., 2020). Les méthodes de pouvoir réducteur et de la O-
phénanthroline évaluent la capacité de l'antioxydant a convertir I'ion ferrique Fe (111), tandis que le

test CUPRAC mesure la réduction de I'ion cuprique Cu (1) et la méthode SNP examine la réduction
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des ions Ag* en nanoparticules d'argent sphériques par les polyphénols (Ozyiirek et al., 2011 ;
Ozyiirek et al., 2012 Agustina et al., 2015).

Les analyses de la capacité réductrice de nos extraits ont révélé que la fraction acétate d’éthyle est
la plus performante, suivie par NBJO et I'huile de cade. Ces résultats confirment que Juniperus
oxycedrus est un agent réducteur puissant, capable non seulement de réduire les ions ferriques, mais

également d'agir comme un réducteur efficace des ions cuivre et d'argent.

Pour conclure cette étude, il convient de souligner que Juniperus oxycedrus et ses produits dérivés
représentent une source précieuse d'antioxydants naturels.

Les fractions d'acétate d'éthyle, de n-butanol et I'huile de cade examinées ont montré un spectre
varié d'activités antioxydantes, a la fois puissantes et diversifiées, ce qui peut s'expliquer par leurs
compositions distinctes en composés phenoliques et flavonoides. La diversité et l'interaction
synergique entre ces composés bioactifs, connus pour leurs vertus antioxydantes et biologiques,
jouent un rdle clé dans l'efficacité antioxydante de chaque fraction.

La présence de composes tels que la rutine, ainsi que la chrysine, la naringénine, I'acide férulique et
la quercétine, soulignée dans diverses recherches, contribue notablement a cette activité
antioxydante (Srinivasan et al., 2007; Enogieru et al., 2018; OrS$oli¢ et al., 2022). En outre,
concernant I'huile de cade, des composes tels que les cadinenes, identifiés comme les constituants
majeurs selon Chalchat et al. (1990), également reconnus pour leurs propriétés antioxydantes
(Kundu et al., 2013), enrichissent le potentiel antioxydant de cette essence.

Finalement, la richesse et la complexité des composés bioactifs dans Juniperus oxycedrus
soutiennent son utilisation traditionnelle, encouragent son intégration dans des applications
thérapeutiques, en particulier pour lutter contre le stress oxydatif.

Concernant I’inhibition de la dénaturation de la BSA, son principe repose sur le fait que 'une des
caractéristiques fondamentales de I'inflammation est la dénaturation des protéines, dans laquelle Les
protéines subissent une perte de leurs structures tertiaire et secondaire, en appliquant un stress
externe ou des composes, tels que les ROS (Bisset et al., 2020). La dénaturation des protéines
entraine souvent la perte de leurs fonctions biologiques et I'induction de la réaction inflammatoire
par la production d'autoantigenes, contribuant tous deux au développement de dysfonctions auto-
immuns pouvant se manifester sous forme de troubles rhumatismaux et inflammatoires (Bisset et
al., 2020 ; Mouffouk et al., 2020).

Traditionnellement, les plantes ont été utilisées pour traiter les conditions inflammatoires, suggérant
qu'elles pourraient étre des réservoirs pour de nouveaux composés bénéfiques dans la synthése de

médicaments pour soulager ou guerir les symptémes inflammatoires (Mouffouk et al., 2020).
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Dans notre presente étude, nous avons examiné l'efficacité anti-inflammatoire des extraits de J.
oxycedrus en observant leur capacité & inhiber la denaturation des protéines BSA in vitro.
L'observation clé de notre expérimentation repose sur la capacité des extraits étudiés, ainsi que du
diclofénac sodique - un anti-inflammatoire de référence - & maintenir l'intégrité structurale des
protéines, notamment de l'albumine sérique bovine (BSA). Cette capacité est deéduite de
I'augmentation mesurée de I'absorbance des échantillons, signalant une inhibition de la dénaturation
protéique induite par la chaleur (Karthik et al., 2013).

D'aprés les pourcentages d’inhibition, il est évident que I’huile de cade et la fraction d’acétate
d’éthyle (AEJO) étaient plus efficaces par rapport a la fraction (NBJO), mais le diclofénac sodique,
étant plus puissant & des concentrations plus faibles (Fig. 37).

Selon des études antérieures de Williams et al. (2008), ils ont mis en évidence deux zones sur
l'albumine sérique bovine (BSA) : une premiére riche en résidus de tyrosine aromatique et une
seconde riche en résidus aliphatiques tels que la thréonine et la lysine. A partir de ces découvertes,
ils ont suggéré que certaines molécules thérapeutiques pourraient cibler simultanément les sites
riches en tyrosine et en thréonine pour moduler les voies de transduction de signal impliquées dans
leur action biologique globale.

D’apres la littérature, I'huile de cade est riche en sesquiterpenes actifs tels que la 6-cadinene, et le
B-caryophylléne, identifiés comme principaux contributeurs a son potentiel anti-inflammatoire
(Chalchat et al., 1990 ; Lorenconi et al., 2020). En parallele, les extraits d'acétate d'éthyle (EAJO)
se distinguent par leur teneur en flavonoides et acides phénoliques (Tab. 3). L'efficacité anti-
inflammatoire observée pourrait étre attribuée soit a I'action individuelle de ces composés, soit a un
effet synergique entre eux (Aissani, 2022). Des recherches antérieures soulignent I'importance de
la &-cadinéne, non-seulement pour ses propriétés anti-tumorales, anti-inflammatoires, et
antiparasitaires (Hui et al., 2015), mais aussi parce que les huiles essentielles qui la contiennent en
quantité significative manifestent une activité anti-inflammatoire notable, ont démontré une capacité
a réduire les niveaux de TNF-a et IL-1p, confirmant ainsi son action anti-inflammatoire dans un
modeéle d'induction de pleurésie par carraghénane (Barreto et al., 2016 ; Oliveira et al., 2021). En
plus, le B-Caryophyllene se distingue par ses multiples effets biologiques, en particulier son action
anti-inflammatoire qui s'exerce a travers l'inhibition de médiateurs clés tels que I'lL-1p, IL-6, TNF-
a, NF-xkB, COX-1, et COX-2, offrant une perspective prometteuse pour le développement de
thérapies anti-inflammatoires basées sur des composés naturels (Francomano et al., 2019).

Les composants anti-inflammatoires de I'extrait de Juniperus oxycedrus incluent la rutine, la
chrysine, l'acide férulique, la quercétine. Ces extraits seront exploités comme de nouveaux agents

pharmacologiques contre les maladies inflammatoires (Enogieru et al., 2018; Orsoli¢ et al., 2022).
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Confirmant nos résultats, une étude de Djellouli et al. (2022) a rapporté que les extraits
méthanoliques et aqueux de J. oxycedrus ont montré des activités anti-inflammatoires in vitro.
Spécifiquement, a une concentration de 500 pg/mL. Leurs activités variaient entre 62,85 % et 23,35
% respectivement.

Les études précédentes ont suggéré que les propriétés anti-inflammatoires des extraits de plantes
pourraient étre liées a leurs capacités antioxydantes (Djellouli et al., 2022). En outre, des
flavonoides tels que la rutine, la quercétine et la chrysine sont connus pour leur effet anti-
inflammatoire grace a ses capacités appréciables de piégeage des radicaux libres (Enogieru et al.,
2018; Orsoli¢ et al., 2022).

D'apres les résultats obtenus lors de cette recherche exploratoire, il apparait que la plante étudiée
renferme des éléments actifs démontrant des capacités thérapeutiques, en particulier dans le
domaine de lanti-inflammation. Ces découvertes ouvrent la voie a la synthése de nouvelles
substances medicinales potentielles.

Concernant les activités enzymatiques, commencant par I'effet inhibiteur du Juniperus oxycedrus
contre 'AChE. La maladie d'Alzheimer (MA), communément connue sous le nom de démence,
représente un probleme de santé publiqgue mondiale, affectant environ 10 % de la population agée
dans le monde. La maladie d'Alzheimer est associée a des altérations de la neurotransmission
cholinergique centrale, principalement en raison d'une déplétion du neurotransmetteur acétylcholine
(Greenberg, 2008).

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme responsable de I'nydrolyse de I'acétylcholine dans
les neurones. L'acetylcholine est vitale pour le systéme nerveux, notamment dans I'amélioration de
la mémoire (Colovié et al., 2013). En inhibant I'AChE, les niveaux d'acétylcholine dans le systeme
nerveux augmentent, atténuant ainsi le risque de pathologies liées au cerveau comme la maladie
d'Alzheimer (Bonesi et al., 2010). Les études précédentes suggerent que le stress oxydatif peut
également contribuer au développement de la maladie d'Alzheimer (MA) (Shahidi et
Ambigaipalan 2015). De plus, inhiber I'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) ont été identifiés comme des stratégies puissantes pour traiter les symptomes de la maladie
d’ Alzheimer (Palmer, 2011).

L'activité inhibitrice de l'acétylcholinestérase de I’huile de cade et celle des fractions de feuilles de
J. oxycedrus a été évaluée, et la galantamine a servi de comparaison, comme vu dans le tableau 13.
L'EAJO et I’huile de cade ont exprimé un effet inhibiteur plus puissant contre I'AChE (ICso : 14,60
+ 0,98 ng/mL et 61,08 + 1,19 pg/ml). Ces résultats ont été comparés a la galantamine, qui avait un
ICso de 6,27 £ 1,15 pg/mL, avec un ICso mesuré dans EAJO plus proche ddu standard. D'autre part,

la littérature disponible concernant l'effet inhibiteur de I'AChE des fractions de feuilles de J.
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oxycedrus était rare et insuffisante. Selon les données existantes, I'huile essentielle dérivée des
parties aériennes de J. oxycedrus collectée a Laghouat, a exprimé une activité inhibitrice de I'AChE
de 65,88 % a 200 pg/ml (Cheraif et al., 2020). Dans la méme ligne, Oztiirk et al. (2011), ont
rapporté que l'extrait d'hexane des baies de J. oxycedrus poussant en Turquie était I'extrait le plus
efficace contre I'AChE parmi les six autres extraits étudiés, avec une inhibition de 81,40 % a 200
pg/mL. Cependant, I'extrait éthanolique des parties aériennes du Juniperus oxycedrus subsp. Badia
collecté au Portugal a montré une faible inhibition de 24,02 % & 200 pg/mL (Tavares et al., 2012).
De méme, Orhan et al. (2011) ont rapporté que I'extrait éthanolique dériveé des feuilles de Juniperus
oxycedrus turque a montré une inhibition modérée de 14,65 % a 100 pg/mL, tandis que I'extrait
aqueux avait une inhibition de 39,17 % a 200 pg/mL.

D'apres les résultats mentionnés ci-dessus, nous pouvons conclure que notre fraction d'acétate
d'éthyle a montreé l'activité inhibitrice la plus efficace contre 'AChE, suggérant que cette capacité
inhibitrice peut étre liée aux composés phénoliques abondants, en particulier les flavonoides comme
la chrysine, la rutine, la quercetine et l'acide férulique sont reconnus pour leurs propriétés
neuroprotectrices et leurs avantages potentiels dans le traitement des maladies neurodégeneratives
(Shahidi et Ambigaipalan, 2015; Enogieru et al., 2018; Mishra et al., 2021; Phadke et al.,
2021). Ces composes étaient présents en quantités variables dans les deux fractions, avec l'acide
ferulique exclusivement trouvé dans la fraction EAJO, qui est connu pour combattre le stress
oxydatif et atténuer les maladies neurodégenératives (Phadke et al., 2021). Cela pourrait expliquer
la plus grande efficacité de 'EAJO par rapport a la fraction NBJO. L'EAJO a également montré une
capacité puissante de piégeage des radicaux, soulignant son potentiel en tant que source de
composes pouvant diminuer le stress oxydatif, ce qui est significatif, car le stress oxydatif est connu
pour contribuer a l'apparition et a I'avancement des maladies neurodégénératives (Shahidi et
Ambigaipalan, 2015 ; Phadke et al., 2021 ; Akbari et al., 2022).

Le diabete sucré se caractérise essentiellement par une hyperglycémie chronique et découle souvent
d'un dysfonctionnement de la production et de I'action de I'insuline (Habtemariam et Lentini, 2015
; Sekiou et al., 2018). Une approche thérapeutique vitale pour la gestion de I'hyperglycémie
implique l'inhibition d'enzymes clés du métabolisme des glucides, notamment 'a-amylase et 'a-
glucosidase. Ces enzymes, actives dans la bouche et lintestin gréle, sont vitales pour la
décomposition de I'amidon en sucres plus simples (Habtemariam et Lentini, 2015). Inhiber l'a-
amylase, qui catalyse I'nydrolyse de I'amidon, peut empécher la décomposition de l'amidon et
I'absorption subséquente du glucose, conduisant a des niveaux de glucose sanguin plus bas. Ce
mécanisme est non-seulement bénéfique pour contréler le diabéte mais aussi précieux pour traiter

l'obésité (Mahmood, 2016). Par conséquent, des efforts de recherche significatifs ont été dirigés
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vers le développement d'inhibiteurs efficaces de I'a-amylase (Habtemariam et Lentini 2015; Oboh
et al., 2015; Mahmood, 2016).

Dans I'étude actuelle, I'huile de cade a montré une activité antidiabétique notable comparée a
I'acarbose, comme illustré dans le tableau 14. Ce résultat est renforcé par les travaux de Loizzo et
al. (2007), ou I'huile extraite par hydrodistillation du bois de Juniperus oxycedrus susp. oxycedrus
a également démontré une activité hypoglycémique significative, avec une ICso de 3,49 ul/ml.
Loizzo et al. (2007) rapportent que les sesquiterpénes, notamment le 6-cadinene (14,5 %) et le cis-
thujopsene (9,2 %), constituent les principaux composants de cette huile essentielle, avec le -
cadinéne comme composant majeur. Ces composés sont également présents dans I'huile de cade
selon chalchat et al. (1990). Par conséquent, I'effet inhibiteur de 1'huile de cade sur l'a- amylase
pourrait étre liée a la présence de ces sesquiterpenes, suggérant leur potentiel role dans le traitement
du diabéte de type 2.

D'autre part, les fractions d'acétate d'ethyle et de n-butanol de J. oxycedrus ont montré une activité
antidiabétique modeste comparée a celle de l'acarbose, comme le détaille le tableau 14. Cette
efficacité relative peut s'expliquer par la présence variable de composés spécifiques. En effet, selon
Oboh et al. (2015), la quercétine et la rutine inhibent l'activité de l'a-amylase de maniére dose-
dépendante, la rutine étant plus efficace que la quercétine. Cette inhibition se produit par la
formation de liaisons hydrogénes entre les groupes hydroxyles dans les flavonoides et les groupes
polaires au site allostérique de l'enzyme prés du site catalytique. Cette interaction est censée
modifier la structure moléculaire de lI'enzyme et ses caractéristiques hydrophiles et hydrophobes,
diminuant finalement son activité. Des combinaisons de rutine et de quercétine, en particulier un
mélange de 75 % de rutine et 25 % de quercétine, montrent un effet synergique, augmentant
davantage l'inhibition de I'a-amylase. La faible teneur en quercétine dans ces deux fractions pourrait
donc étre a l'origine de leur moindre efficacité. La faible quantité en quercetin dans les deux
fractions pourrait expliquer leur efficacité plus au moins faible.

En ce qui concerne l'activité inhibitrice de la tyrosinase, cette enzyme est vitale dans les étapes
initiales de la mélanogenese, processus biochimique responsable de la production de mélanine. La
mélanine est le pigment qui détermine la coloration de la peau et des cheveux. Néanmoins, des
déséquilibres dans la production de mélanine peuvent conduire a des conditions telles que
I'hyperpigmentation ou le vitiligo, se manifestant par une pigmentation inégale de la peau (Souilah
et al., 2021).

La recherche actuelle explorant les effets de différents extraits de Juniperus oxycedrus, comme
illustré dans le tableau 16, révéle qu’uniquement la fraction d'acétate d'éthyle de Juniperus

oxycedrus présente une activité inhibitrice sur la tyrosinase, bien que de maniére limitée, avec une
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concentration inhibitrice (1Cso) de 206,44+18,48 pg/mL. Cette activité, quoique notable, est moins
efficace comparée a celle de l'acide kojique de référence, lequel affiche une ICso de 25,23+0,78
pg/mL. Ces résultats sont confirmés par I'étude menée par Cheraif et al. (2020) qui est en accord
avec les notres. Leur recherche a démontré que I'huile essentielle extraite des feuilles J. oxycedrus,
originaire d'Algérie, manifeste également une activité inhibitrice modeste sur la tyrosinase, évaluée
a 39%.

L'inhibition de l'enzyme tyrosinase, majeure pour gérer I'hyperpigmentation, est efficacement
réalisée par des aldéhydes aromatiques, des acides, des flavonoides et des chélateurs de cuivre. La
rutine particulierement notée pour ses fortes propriétés anti-pigmentaires (Souilah et al., 2021).
Cependant, malgré son abondance dans les fractions d'acétate d'éthyle (NBJO) et de n-butanol
(NBJO), l'activité globale inhibitrice de la tyrosinase est modérée dans I'EAJO et absente dans le
NBJO. Cela pourrait suggeérer que dans ce contexte spécifique, I'efficacité de la rutine est influencée
par des facteurs tels que la nature de son interaction au sein de la fraction, qu'elle soit synergique ou
antagoniste, plutét que l'implication d'autres molécules bioactives (Cheraif et al., 2020).
Finalement l'uréase, qui est une métalloenzyme trouvée dans divers organismes comme les
bactéries, les champignons et les plantes, joue un réle clé dans la conversion de I'urée en ammoniac
et en carbamate, qui se décomposent ensuite en dioxyde de carbone et une deuxiéme molécule
d'ammoniac (Zaidi et al., 2012; Taha et al., 2018). Cette réaction peut augmenter significativement
les niveaux de pH, affectant la santé humaine L'uréase est notamment impliquée dans des infections
graves du tractus gastrique causees par des pathogénes tels que Helicobacter pylori. Son inhibition
est donc primordiale dans le développement de traitements pour des conditions comme les ulceres
et le cancer gastrique. Les inhibiteurs de l'uréase, ciblant le site actif de I'enzyme, montrent une
promesse dans le traitement des infections et la mitigation des effets nocifs de l'uréase sur les
organismes vivants (Zaidi et al., 2012; Qanash et al., 2023).

Dans le but de la recherche des inhibiteurs d'uréase, les extraits de J. oxycedrus ont été préparés
pour I'effet d'inhibiteur de l'uréase par rapport a la thiourée. Comme illustré dans le tableau 15, la
fraction testée EAJO a montré une faible activité inhibitrice de l'uréase avec un ICso de 245,77+
3,75ug/ml, suivi par I’huile de cade avec 340,91+9,82. Ces résultats sont obtenus pour la premiére
fois avec I'espéce J. oxycedrus. Aucune étude portant sur ces aspects n'a été réalisée auparavant.
Une grande variété d'inhibiteurs d'uréase ont été identifiés dans les plantes, y compris les
terpénoides, les polyphénols et les alcaloides. Ces composés agissent soit en concurrengant l'urée,
le substrat, soit en chélatant le Nickel, un cofacteur essentiel pour I'enzyme. Parmi ces inhibiteurs,
la rutine était le composé principal dans les fractions testées et a démontré la capacité d'inhiber

I'uréase, affichant une valeur de ICso de 97,8 pg/mL (Qanash et al., 2023).
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Quant a l'activité photoprotectrice, I'utilisation des écrans solaires comme agents de protection
contre les UV est devenue tres populaire, principalement pour leur capacité a absorber, ou disperser
les rayons du soleil. Le Facteur de Protection Solaire (FPS) est un indicateur essentiel de leur
efficacité contre les coups de soleil, les valeurs FPS plus élevees signifiant une meilleure protection
(Mishra et al., 2011). Simultanément, une exposition prolongée aux radiations UV, surtout aux UV-
B (280-320 nm), accroit le risque de maladies cutanées comme le cancer et les réactions photo-
allergiques. Les recherches récentes s'orientent vers les substances naturelles comme alternatives
potentielles de créemes solaires, grace a leurs propriétés d'absorption des UV et antioxydantes. De
maniére notable, une corrélation significative a été établie entre les valeurs de FPS et la teneur en
composés phénoliques dans les extraits de plantes, comme rapporté par Ebrahimzadeh et al
(2014), renforcant ainsi la crédibilité de ces composés naturels dans les applications de protection
solaire. Les valeurs du facteur de protection solaire (FPS) de diverses fractions sont présentées dans
le tableau 19. La fraction NBJO a montré la plus haute valeur FPS a 31,71 + 0,31, suivie par la
I’huile de cade, qui a un FPS de 30,74+ 0,28. L'activité inhibitrice observée peut étre attribuée aux
effets photoprotecteurs de composés tels que la rutine, la quercétine, la chrysine, l'acide férulique et
le béta-carotene (Saewan et Jimtaisong 2013; Stevanato et al., 2014; Freitas et Gaspar 2016).
Les classifications FPS sont catégorisees en quatre niveaux : bas (FPS 6-15), moyen ou moderé
(FPS 15-30), élevé (FPS 30-50) et trés élevé (FPS > 50). Selon cette classification, I’huile de cade
et la fraction NBJO tombent dans la catégorie d'activité de protection solaire élevee, tandis que la
fraction EAJO est classée comme ayant une activité de protection solaire modérée.
Comparativement, les extraits méthanolique des feuilles de J. phoenicia ont montré une activité de
protection solaire modérée avec un SPF de 26,13 + 1,73, s'alignant étroitement sur les résultats de
cette étude (Telaidji, 2018). En conclusion, I'étude souligne que Juniperus oxycedrus, collecté a
Jijel, est une source naturelle prometteuse pour traiter le diabéte et les troubles cutanés en raison de
ses activités inhibitrices de 1'a-amylase, photoprotectrice et inhibitrices de la tyrosinase. L huile de
cade ainsi que les fractions de feuilles d'acétate d'éthyle et de n-butanol sont riches en composés
phénoliques, offrant de fortes propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Ces résultats
soutiennent son utilisation en médecine traditionnelle. De plus, I'étude souligne I'importance de J.
oxycedrus dans le développement de produits pharmaceutiques pour combattre les troubles
neurodégénératifs, grace a sa grande activité anticholinestérase. Il est conclu que les composés
bioactifs isolés de la fraction d'acétate d'éthyle pourraient offrir des avantages thérapeutiques
significatifs, en particulier dans les maladies neurodégénératives et antidiabétiques, ainsi que I’huile

de cade pourrait offrir des avantages anti-inflammatoires significatifs, méritent des investigations in
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vivo supplémentaires pour confirmer leur toxicité et leur efficacité et pour explorer leur potentiel

thérapeutique complet.

99



3. La 2°" partie expérimentale (in vivo)

3.1. Variations des parametres physiologiques, hématologiques et biochimiques lors de

I’expérimentation in vivo

3.1.1. Les effets de ’ovalbumine et 1'huile de Cade sur la santé générale des rats, le poids

corporel et le poids relatif des organes

Le tableau 21 illustre les variations des poids corporel, absolus et relatifs des organes chez les rats.
Ceux exposés a l'ovalbumine ont montré une baisse statistiquement significative de leur poids
corporel (p < 0,05), avec un accroissement de 18 % en comparaison au groupe témoin qui a
enregistré une hausse de 26 %. Par ailleurs, les groupes traités a 'OVA+HC et au HC n'ont pas
présenté d'augmentation statistiquement significative du poids corporel face aux groupes OVA et
témoin, avec des gains de poids respectifs de 22 % et 24 %.

Quant au poids relatif des poumons, aucune différence significative n'a été notée entre tous les
groupes. Cependant, une augmentation remarquable du poids relatif des poumons a été observée
chez le groupe OVA par rapport au groupe témoin. Fait intéressant, le traitement a I'huile de Cade
a modifié tant le poids corporel que le poids relatif des poumons dans le groupe OVA+HC.
Aucune baisse significative du poids corporel n'a été observée chez les groupes recevant une dose
de 1 ml d'huile de Cade en comparaison avec le groupe témoin. De plus, aucune mortalité ni
modification comportementale observable n'a été détectée dans aucun des groupes traites.

L'administration d'huile de Cade n'a révélé aucun effet secondaire.

Tableau 21: Poids corporels des rats et poids absolus et relatifs des poumons et foie

Témoin OVA HC OVA+HC
|Poids corporel initial (g) 247,33 £2,17 246,5+2,35 248+1,32 245,5+1,48
[Poids corporel final (g) 310,83+6,38 290,83+5,38* | 308,5+4,21 298,66+4,50
[Gain de poids (q) +63,5 (26%) +44,33 (18%) | +60,5 (24%) +53,16 (22%)
[Poids absolu des poumons (g) 2,459+0,46 2,706+0,41 2,444+0,2 2,517+0,19
[Poids relatif des poumons (g) 0,78+ 0,19 0,91+0,17 0,79+0,05 0,84+0,03
[Poids absolu du foie (g) 8,264+0,63 8,439+0,519 7,464+0,65 7,567+0,32
[Poids relatif du foie (g) 2,65 2,90 2,41 2,51

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + SEM pour des groupes de 6 animaux chacun. Différence

significative : groupes HC, OVA compareés au témoin (*p<0.05), groupe OVA+HC comparé au groupe OVA (##p<0.01,

###p<0.001).
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3.2. Etude des parametres biochimiques
3.2.1. Bilan hépatique
3.2.1.1. Transaminases

Les données présentées dans le tableau 22 révelent des modifications significatives dans I'activité
enzymatique des transaminases. Chez les rats asthmatiques (OVA), on observe une augmentation
hautement significative (p < 0,01) de l'aspartate aminotransférase (ASAT), ainsi qu'une
augmentation significative (p < 0,05) de l'alanine aminotransférase (ALAT), en comparaison avec
les rats du groupe témoin. D'autre part, une réduction hautement significative de ' ASAT (p <0,01)
et une diminution significative de I'ALAT (p < 0,05) ont été constatées chez le groupe (OVA+HC)

en comparaison avec ceux du groupe OVA, comme le montre le tableau 22.

3.2.1.2. Phosphatase alcaline

Suivant le tableau 22, I'analyse des données montre une augmentation tres hautement significative
(p<0,001) de I'activité PAL chez le groupe OVA, marquant une différence hautement significative
(p<0,001) en comparaison avec les animaux du groupe témoin. D'autre part, l'introduction orale
d'huile de cade dans le protocole de traitement a mené a une diminution notable de l'activite de la
PAL chez les animaux traités, avec une significativité (p<0,01) par rapport aux animaux
asthmatiques non traités (groupe OVA). Cependant, il est important de noter que, malgré cette
diminution significative par rapport au groupe OVA, l'activité de la PAL dans le groupe traité avec

I'huile de cade ne montre pas de différence significative en comparaison avec le groupe témoin.

3.2.1.3. L’albumine

L'analyse des données du tableau 22 révele des variations importantes des niveaux d'aloumine entre
les différents groupes. Chez le groupe OVA, qui modélise une condition asthmatique, une réduction
significative des taux d'aloumine a été observée par rapport au groupe témoin. Par ailleurs, chez le
groupe OVA+HC, qui ont recu un traitement, une amélioration hautement significative des niveaux

d'albumine a été enregistrée en comparaison avec le groupe OVA.

3.2.2. Bilan rénal
3.2.2.1. L’urée et la créatinine

Selon les données du tableau 22, il est a noter que l'exposition a I'OVA n'a pas entrainé de
changements significatifs dans la concentration sérique de créatinine. De méme, les niveaux d'urée

n'ont montré aucune variation significative.
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Tableau 22 : Variation dans les parameétres biochimiques du bilan rénal

Parameétres Lots expérimentaux

Témoin OVA HC OVA+HC
ASAT (UI/L) 179,91+9,42 240,01+19,50 (**) 180,79+18,58 (#) 189,87+7,67 (##)
ALAT (UI/L) 58,31+1,27 60,19+ 1,42 (*) 54,11+2,83 (#) 57,67+1,91(#)
PAL (UI/L) 131,66+3,66 | 204,93+19,30(***) 144 +7,17 (##) 155,343, 71(***)(##)
Albumine (g/L) 37,20+1,33 35,01+2,51(*) 37,93+0,94(*) (##) 38,26+1,32(##)
Créatinine (mg/Ml) 6,31+0,45 6,12+0,49 6,7+0,61 6,26+0,20
Urée (g/MI) 0,56+0,04 0,54+0,03 0,57+0,06 0,59+0,07

* p <0.05; ** p<0,01 ; *** p <0,001 comparativement aux rats témoins ;

#p <0.05;##p<0,01;###p<0,001 comparativement aux rats sensibilisés a I’ovalbumine

3.3. Effet du traitement sur les paramétres hématologiques
3.3.1. Variation des leucocytes dans le sang

Les données présentées dans le tableau 23 mettent en lumiére les variations significatives des
niveaux de leucocytes chez les rats suite a divers traitements. Chez les rats exposés a 'OVA, nous
observons une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) du nombre de leucocytes par
rapport aux rats témoins. Cette élévation marque une réaction inflammatoire probablement liée a la
sensibilisation. Par ailleurs, une diminution significative des leucocytes a été enregistrée chez les
rats traites (OVA+HC), comparativement aux rats du groupe OVA. Les résultats analyses illustrent
également des changements notables dans le taux des lymphocytes sanguins parmi les différents
lots de rats étudiés. La sensibilisation a I’ovalbumine, a provoqué une augmentation trés hautement
significative (p < 0,001) du taux des lymphocytes, comparée a celui observé dans le lot témoin. En
revanche, apres traitement avec I'huile de cade, on remarque une diminution hautement significative
(p £0,01) des taux de lymphocytes chez les rats du lot (OVA+HC) par rapport aux rats uniquement
sensibilisés (OVA). Cette réduction des lymphocytes peut refléter une efficacité du traitement dans
la modération de la réponse immunitaire hyperactive provoquée par 'OV A. Les résultats de I'étude
révelent aussi des variations significatives dans le taux des monocytes entre les différents groupes
de rats. Il a été constaté une diminution significative (p < 0,01) du taux de monocytes dans le groupe
de rats sensibilisés a I'ovalbumine (OVA) en comparaison avec le lot témoin. Intéressant a noter, le
traitement avec I'huile de cade chez les rats du groupe OVA+HC a entrainé une augmentation
significative (p < 0,05) du taux de monocytes par rapport aux rats du groupe OVA. Concernant les
granulocytes, une augmentation significative (p < 0,01) a été observee dans le groupe de rats OVA
comparativement au lot témoin. De plus, le groupe OVA+HC a montré une réduction significative

(p £0,05) du taux de granulocytes comparativement aux rats du groupe OVA.
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Tableau 23: Variations des cellules leucocytaires au niveau du sang

Variations Lots expérimentaux
Témoin OVA HC OVA+HC
Leucocytes (x10° /ul) 11,11+0,78 13,36+0,81 (***) | 11,21+0,84(##) | 11,43+0,84(##)
Lymphocytes (x10° /pl) 4,5+0,26 5,63 +0,30 (***) | 4,45+0,41(##) | 4,76x0,43(##)
Monocytes (x10° /ul) 0,68+0,07 0,41+0,14 (**) 0,70+0,12(##) 0,5+0,10(#)
Granulocytes (x10° /ul) 5,93+0,57 7,31+0,84 (**) 6,06+0,48(##) 6,16+0,46(#)

*p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001 comparativement aux rats témoins ;

#p <0.05;##p<0,01;###p <0,001 comparativement aux rats sensibilisés a I’ovalbumine
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Figure 38: Effet de 'huile de cade sur les cellules inflammatoires dans le sang

3.3.2. Variation des leucocytes dans le liquide Bronchoalvéolaire (LBA)

Les résultats des variations des taux de leucocytes dans le liquide bronchoalvéolaire (LBA) sont

détaillés dans le tableau 24 et illustrés dans la (Fig. 39).

Le tableau indique une augmentation trés hautement significative (p < 0,001) du nombre de

leucocytes dans le liquide bronchoalveolaire (LBA) des rats sensibilisés a I'ovaloumine (OVA),

comparativement au lot témoin. En outre, le traitement avec I'huile de cade chez ces rats a entrainé

une réduction trés hautement significative (p < 0,001) des taux de granulocytes, ainsi qu'une

diminution hautement significative (p < 0,01) des lymphocytes dans le LBA des rats traités

sensibilisés et traités avec cette huile.

Tableau 24 : Variations des cellules leucocytaires au niveau du LBA

Variations Lots expérimentaux
Témoin OVA HC OVA+ HC
Leucocytes (x10° /ul) 0,9+0,17 2,13+0,25 (***) 1,05+0,10 1,2+0,29(##H)
Lymphocytes(x10%/ul) 0,33+0,05 0,88 + 0,70 (***) 0,4+0,06 0,48+0,08(##)(*)
Monocytes (x10° /ul) 0,07+0,01 0,04+0,01 0,08+0,01 0,08+0,01(#)
Granulocytes(x10°/pl) 0,48+0,01 1,16+0,12(**) 0,56+0,08 0,630, 15(###)

*p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001 comparativement aux rats témoins ;

#p<0.05;##p=<0,01;###p<0,001 comparativement aux rats sensibilisés a I’ovalbumine
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Figure 39: L'effet de 1'huile de Cade sur les cellules inflammatoires dans LBA

4. Discussion de I’expérimentation in vivo

4.1. Discussion de la partie expérimentale in vivo (poids, paramétres physiologiques,
hématologiques et biochimiques)

En réalité, aucune étude antérieure n'a été menée pour examiner l'effet de I'huile de cade obtenue a
partir du Juniperus oxycedrus pour la lutte contre lI'asthme allergique. Considérant les données
significatives du potentiel antioxydant obtenu dans la partie in vitro, I'huile de cade a été evaluée
plus profondément a travers un modéle in vivo de rat avec un modéle d'asthme allergique qui
développe des caractéristiques cellulaires et physiopathologiques similaires a I'asthme humain
(Moura et al., 2005).

L'asthme induit par les allergénes est largement associé a une inflammation aigué des voies
respiratoires et a un remodelage des voies aériennes pulmonaires, comme observé dans le modéle
d'asthme induit par I'ovalbumine (OVA). Les rats sensibilisés a I'ovalbumine subissent souvent une
perte de poids corporel due a des troubles immuno-inflammatoires, comme noté dans des études
antérieures (Elwood et al., 1992; Kandhare et al., 2013; Zemmouri et al., 2017; Bai et al., 2019).
Ainsi, la différence entre les groupes d'asthme induit par l'ovalbumine et le groupe témoin
concernant le poids corporel est couramment observée et nous supposons que cela est probablement
expliqué par la réduction de l'apport alimentaire (Djaber et al., 2020) résultant de la combinaison
de plusieurs symptémes liés a l'asthme, tels que le sifflement, l'essoufflement, I'épaisseur de la
poitrine et la toux. Cependant, le gain de poids observé dans le groupe (OVA+HC) apres
I'administration d'huile de cade pourrait étre considéré comme une preuve de son effet protecteur et

de son efficacité contre la réponse asthmatique.
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De plus, la réponse inflammatoire lors de I'exposition a des allergénes tels que l'ovalbumine
provoque une infiltration cellulaire immunitaire, un cedéme, une hypertrophie de I'épithélium
bronchique et une production excessive de mucus, ce qui explique l'augmentation du poids relatif
du poumon inflammé par rapport au poumon sain (Ku et al., 2012; Zemmouri et al., 2017; Bai et
al., 2019). Cependant, la perte du poids relatif du poumon a été observée dans le groupe (OVA+HC)
apres l'administration d'huile de cade, indiquant l'effet potentiel dans la réduction du processus
inflammatoire. Etant donné que les changements de poids peuvent servir d'indicateur délicat pour
détecter l'effet néfaste des produits chimiques et des médicaments sur I'état de santé genéral (El
Jemli et al., 2017) et selon le rapport d'évaluation de la sécurité sur le goudron de Juniperus
oxycedrus, la DLso orale aigué a été estimée a 8014 mg/kg (Andersen, 2001). Par conséquent, I'huile
de cade a été classée comme substance de Classe 5, indiquant une DLso supérieure & 5000 mg/kg
avec une faible toxicité (EI Jemli et al., 2017). Aucune mortalité ni changement observable dans le
comportement général n'ont été observés dans les groupes traités recevant une dose de 1 ml/kg par
rapport au groupe témoin.

Selon Ezeja et al. (2015), les variations dans le comportement genéral et le poids corporel sont des
indicateurs essentiels de I'état de santée physiologique et pathologique des animaux. Ces
changements servent a detecter les premiers signes de toxicité induits par des méedicaments ou des
substances chimiques.

Dans notre expérimentation, aucune réduction significative du poids corporel n'a été notée.
L'administration d'huile de cade n'a manifesté aucun effet indésirable. D'aprés ces découvertes, il
peut étre déduit que lI'administration orale d'huile de cade algérien peut étre considérée comme non-
toxique, la dose utilisée dans cette étude représentant environ 1/80 de la DLso (8014 mg/kg)
administrée oralement tout au long du protocole expérimental.

L'évaluation des parameétres biochimiques, incluant les fonctions hépatiques et rénales, est
importante pour déterminer la toxicité de substances telles que les médicaments et les extraits
végetaux. Ces analyses servent également d'indicateurs des atteintes hépatiques et rénales (Liju et
al., 2011).

Le foie, principal organe de détoxication contre les xénobiotiques, joue un réle essentiel dans la
protection de l'organisme (Bischoff et al., 2018). Les lésions hépatocellulaires se manifestent
souvent par une élévation des enzymes hépatiques telles que les transaminases (ASAT, ALAT) et
la phosphatase alcaline (PAL) dans le sérum, signalant ainsi un dysfonctionnement hépatique (EI-
Demerdash et al., 2001).

Dans cette étude, I'ovalbumine a provoqué une augmentation significative des niveaux sériques

d'ALAT, d'ASAT et de PAL par rapport aux témoins. Ce résultat est en accord avec l'étude de
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Khaldi et al. (2017). Ce phénomeéne peut étre expliqué par le fait que lorsque les cellules hépatiques
sont endommagées, comme dans les cas de lésion hépatique, 'ALAT et I'ASAT, normalement
confinées dans les hépatocytes, sont libérées dans le sérum, entrainant ainsi une augmentation de
leurs niveaux sériques (Ahmed et al., 2008).

La réduction des niveaux d'’ASAT, d'ALAT et de PAL témoigne d'une régénération des membranes
hépatocytaires (Djaber, 2020). 11 est a souligner que I’administration de I'huile de cade dans les
groupes (OVA+HC) a atténué partiellement les effets toxiques sur le foie.

Nos résultats peuvent étre validés par le fait que I'un des composants majeures de I'huile de cade, le
béta-caryophyllene (Chalchat et al., 1990), a atténué les effets toxiques sur le foie induits par le
CCls, contribuant ainsi a la régénération des membranes hépatocytaires et a la réduction des
dommages hépatiques observés (Calleja et al., 2013).

L'intégrité structurale du foie est fondamentale pour le maintien de ses fonctions essentielles, y
compris la synthese de protéines importantes comme l'albumine produite par le foie (Bischoff et
al., 2018). Des dommages a la structure hépatique peuvent sérieusement perturber la capacité du
foie a produire de l'albumine. Par exemple, notre étude a révélé une diminution significative des
niveaux sériques d'albumine chez les rats exposés a I'ovalbumine, qui a favorisé la libération de
radicaux libres oxygenés (ROS), connus pour endommager les structures cellulaires des organes
vitaux, y compris le foie. La normalisation des taux d'aloumine observée aprés I'administration de
I'huile de cade indique une amélioration du dysfonctionnement hépatique provoque par la
sensibilisation allergénique dans le modele d'asthme expérimental chez le rat Wistar. Cette propriété
de I'huile de cade renforce son potentiel en tant que traitement complémentaire pour atténuer les
effets secondaires hépatiques associés aux conditions allergiques.

Concernant le bilan néphrologique, les reins filtrent un volume élevé de sang et éliminent une variéte
de toxines qui peuvent s'accumuler dans les tubules rénaux, rendant ces organes particulierement
vulnérables aux composés toxiques (Aissani, 2023). Les biomarqueurs tels que la créatinine et l'urée
sont utilisés pour évaluer la fonction rénale ; une augmentation de ces parametres dans le sang est
généralement indicative d'une insuffisance rénale. L'ovalbumine n'a pas affecté les niveaux de
créatinine et d'urée dans le sérum, ce qui indique I'absence de dysfonctionnement rénal. donc, il n'y
avait aucune différence significative dans la concentration de l'urée et de la créatinine dans le sérum
de tous les groupes expérimentaux en comparaison avec le groupe témoin, ce qui est en ligne avec
I'étude de Almohawes et Alruhaimi (2020).

Il faut noter que I'implication des cellules inflammatoires est essentielle dans le déclenchement de
l'asthme. Principalement, les cellules T auxiliaires de type 2 (Th2) sont responsables de

l'orchestration et de la coordination de la réponse immuno-inflammatoire des voies respiratoires
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asthmatiques. Suite a la pénétration de l'allergéne « Ovalbumine », l'interaction entre les cellules
présentatrices d'antigenes et les lymphocytes T auxiliaires sensibilisés entraine une augmentation de
la production de plusieurs cytokines dans les voies respiratoires, y compris I'IL-4, I'IL-5 et 11L-13
(Lambrecht et Hammad 2015).

Ces cytokines influencent la différenciation, la survie et la fonction des €osinophiles, ce qui conduit
a leur recrutement vers les poumons et a la sécrétion de mucus, avec une augmentation de I'hyper-
réactivité des voies respiratoires (AHR) et de la production d'IgE spécifiques aux allergenes
(Lambrecht et Hammad 2015; Shakerinasab et al.,, 2022). De plus, des cytokines et des
chimiokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a) et
l'interleukine-1 B (IL-1B) sont produites en quantités significatives par les cellules épithéliales
inflammatoires. Le TNF-a joue un role dans l'orchestration de la réponse inflammatoire dans les
voies respiratoires, ou il fonctionne comme un agent de chimiotaxie, attirant activement les
neutrophiles et les éosinophiles sur le site de l'inflammation. En outre, le TNF-o augmente
l'abondance des molécules d'adhésion exprimées a la surface des cellules épithéliales (Rajizadeh et
al., 2019). Suite a I'exposition aux allergenes, I'IL-1p déclenche la génération de cellules Th2. En
conséquence, les éosinophiles sont activés sur le site de I'inflammation des voies aériennes, libérant
diverses cytokines, y compris I'L-5 (Rajizadeh et al., 2019). De nombreuses études menées sur
des modeles animaux d'asthme induit par 'OVA montrent systématiquement une augmentation
remarquable de I'expression génique du TNF-a et de I'IL-1p (Rajizadeh et al., 2019; Jasemi et al.,
2022; Shakerinasab et al., 2022).On peut affirmer que la réduction des cytokines et des
chimiokines des cellules inflammatoires dans les voies respiratoires par l'utilisation de médicaments
anti-TNF-a et IL-1p semble étre une stratégie thérapeutique efficace pour le traitement de I'asthme
(Lin et al., 2019 ; Lim et al., 2021).

Dans le méme contexte, selon les résultats des analyses de (Chalchat et al., 1990 ; Barrero et al.,
1993) I'un des composant principal présent dans I'huile de cade était le 6-cadinéne. Des études
antérieures ont confirmé que les huiles essentielles contenant du o-cadinéne comme composant
majeur possedent une activité anti-inflammatoire et la capacité de diminuer les niveaux de IL-1J et
TNF-a (de Veras et al., 2021). Dans la méme ligne, L'alpha-humuléne, un sesquiterpéne présent
dans I’huile de cade, se distingue par ses effets anti-inflammatoires, réduisant le recrutement des
¢osinophiles et la production de cytokines inflammatoires dans les modeéles d'inflammation
allergique des voies respiratoires (Rogerio et al., 2009).

Nos données montrent clairement que l'administration d'huile de cade a réduit l'inflammation
pulmonaire en diminuant les taux de leucocytes a leurs gammes physiologiques et en minimisant

l'infiltration des cellules inflammatoires dans le tissu pulmonaire, notamment les niveaux
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d'éosinophiles et de lymphocytes dans le groupe (OVA+HC) par rapport au groupe OVA. Ainsi, ces
résultats impliquent que l'huile de cade a eu un impact thérapeutique sur la réponse allergique
survenue chez les rats sensibilisés a I'ovalbumine, qui est due a ces composés phénoliques qui
agissent pour ¢liminer les radicaux libres et aux molécules anti-inflammatoires contenues dans

I'huile de cade qui ont une influence inhibitrice.
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5. Stress oxydatif induit par ’ovalbumine : Effets de I’huile de cade
sur les paramétres de stress oxydants

5.1. Evaluation du statut de défense antioxydante dans les poumons, foie et érythrocytes
5.1.1. Parametres non-enzymatiques

5.1.1.1. Taux de malondialdéhyde

Les résultats indiquent une élévation tres significative des niveaux de MDA dans le foie, les
poumons, et les érythrocytes chez les rats exposés a I'ovalbumine par rapport au groupe témoin.
Cependant, un traitement avec l'huile de cade a entrainé une réduction remarquablement
significative de ces taux de MDA dans tous les organes étudiés chez les groupes sensibilises puis

traités (OVA+HC), comme le montre la (Fig. 40).
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Figure 40: Variations des taux de malondialdéhyde (MDA) dans le foie, poumons et les
érythrocytes.

5.1.1.2. Taux de la glutathion réduit

L'exposition a l'ovalbumine chez les rats entraine une réduction significative des niveaux de GSH

dans le foie, et hautement significative dans les poumons et les érythrocytes par rapport aux rats du
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groupe témoin. Toutefois, un traitement avec l'huile de cade a permis une augmentation trés
hautement significative des niveaux de GSH dans le foie et les érythrocytes est significative au

niveau des poumons chez les rats traités (OVA+HC), comme illustré dans la (Fig. 41).
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Figure 41: Variations des taux de la glutathion réduit (GSH) de dans le foie, poumons et
érythrocytes

5.1.2. Parametres enzymatiques

5.1.2.1. L’activité de la glutathion peroxydase

Les résultats présentés dans la (Fig. 42) révelent une réduction tres hautement significative de
l'activité enzymatique de la glutathion peroxydase dans le groupe (OVA) par rapport au groupe
témoin, observée dans les poumons et les érythrocytes (p < 0,001), ainsi qu'une réduction hautement
significative dans le foie (p < 0,01). Par contre, une augmentation trés hautement significative de
l'activité de cette enzyme est enregistrée dans les poumons des rats traités (OVA+HC), avec des
¢lévations également significatives dans les érythrocytes et le foie comparées au groupe exposé

seulement a 'OVA.
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Figure 42 : Variations de ’activité de la glutathion peroxydase (GPx) de dans le foie, poumons et
érythrocytes

5.1.2.2 Pactivité de la catalase

Les données présentées dans la (Fig. 43) indiquent une réduction trés hautement significative de
I'activité de la catalase dans tous les organes étudiés du groupe (OVA) par rapport au groupe témoin.
Toutefois, apres le traitement a I'huile de cade, une augmentation tres hautement significative de
I'activité catalytique est observée dans tous les organes du groupe (OVA+HC) en comparaison avec
le groupe (OVA).
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Figure 43: Variations de I’activité de la catalase de dans le foie, poumons et érythrocytes

5.2. Etude histologique au niveau des poumons

La structure histologique du rat témoin montre un aspect normal (Fig. 44 A). En revanche, le
poumon du rat sensibilis¢ a 'ovalbumine présente des signes d'infiltration de cellules inflammatoires
dans les voies bronchiques (indiqué par une fleche jaune), une augmentation de 1'épaisseur d’une
bronchiole respiratoire (délimitée par un carré blanc), une hyperplasie des cellules caliciformes
(marquée par un cercle rouge) et une production accrue de mucus (soulignée par une fleche noire)
(Fig. 44 B). A l'opposé, dans le poumon du rat traité (OVA+HC), on observe une réduction de la
présence de cellules inflammatoires (signalée par une fleche rouge), une diminution de I'épaisseur
des cellules des voies aériennes (représentée par un carré noir) et une baisse de la production de
mucus (illustrée par une fleche bleue) (Fig. 44 D). Le poumon du rat traité¢ avec HC présente une

apparence cellulaire normale, comparable a celle du groupe témoin (Fig. 44 C).
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Figure 44: Analyse histopathologique des sections pulmonaires des rats.

A : Groupe témoin (x40). B : Groupe OVA (x40). C : Groupe (HC) (x40). D : Groupe (OVA+HC) (x40)
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6. Discussion

6.1. Discussion de I’effet de I’huile de cade sur les paramétres de stress oxydants et des coupes
histologiques

Le stress oxydatif est fondamentalement impliqué dans la pathogenése d'un large éventail de
maladies chroniques, y compris I'asthme allergique, soulignant le besoin essentiel d'enquéter sur les
mécanismes antioxydants pour des stratégies thérapeutiques potentielles (Reynaert, 2011;
Shakerinasab et al., 2022). Malgré de nombreuses recherches dans ce domaine (Chekchaki et al.,
2017; Zemmouri et al., 2017; Khaldi et al., 2018; Rouibah et al., 2019), sauf que 1’étude de
I’effet de I'huile de cade dérivée de Juniperus oxycedrus, sur lI'asthme allergique reste inexploré. En
abordant cette problématique, notre étude vise a élucider les effets de I'huile de cade sur l'asthme
allergique, contribuant ainsi & une compréhension plus large de ses avantages thérapeutiques
potentiels dans les conditions médiées par le stress oxydatif.

En réponse, une série de tests ont été menés pour déterminer la puissance antioxydante de I'huile de
cade. La capacité antioxydante significative trouvée dans nos analyses in vitro a incité a des
investigations supplémentaires en utilisant un modele de rat d'asthme allergique, qui développe des
caractéristiques cellulaires et physiopathologiques similaires a celles observées dans l'asthme
humain, notamment la caractéristique du stress oxydatif, un élément fondamental impliqué dans le
début et la progression de I'asthme (Moura et al., 2005).

Nos résultats suggerent que I'huile de cade posséde a la fois une activité antioxydante notable,
principalement due a son contenu riche en phénoliques et flavonoides, comme le démontrent nos
tableaux récapitulatifs (Tableau 5), ainsi qu'une forte activité anti-inflammatoire évaluée par la
méthode d’inhibition de la dénaturation du BSA (Fig. 37). Cette double action renforce la validation
de I'effet protecteur de cette essence, qui est principalement due a son riche contenu en composés
bioactifs. Les sesquiterpénes, tels que le cadinene et le caryophylléne, également présents dans
I'huile, jouent un réle majeur dans ces effets thérapeutiques, augmentant non seulement le potentiel
antioxydant mais aussi modulant les réponses inflammatoires. Ces résultats encouragent des études
plus approfondies sur I'huile de cade pour exploiter pleinement ses propriétés pharmacologiques et
potentiellement développer de nouvelles stratégies thérapeutiques contre des maladies liees a
l'oxydation et & lI'inflammation. (Rogerio et al., 2009 ; Kundu et al., 2013 ; Egas et al., 2015 ;
Francomano et al., 2019 ; Gushiken et al., 2022).

Comme nous l'avons déja mentionné, le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre un
systéeme oxydant suractivé et des défenses antioxydantes diminuées. Cet état est souvent identifié

par des niveaux élevés d'oxydants, qui servent de biomarqueurs pour les processus inflammatoires
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actifs (Birben et al., 2012). Parmi les principaux acteurs de ce phénomene, on trouve les radicaux
libres dérivés de l'oxygéne, souvent produits & partir des acides gras polyinsaturés. Ces radicaux
libres provoquent la peroxydation des lipides au sein des membranes cellulaires, entrainant la
formation de Malondialdéhyde (MDA). Le MDA est reconnu comme un indicateur clé du stress
oxydatif en raison de ses effets oxydants prononcés (You et al., 2014; Adam-bonci et al., 2021).
L'excés de Malondialdéhyde (MDA) résulte d'une défaillance des défenses antioxydantes de
I'organisme face aux especes réactives de I'oxygene (ROS). Cela méne a des dommages oxydatifs
par peroxydation lipidique des membranes, un processus initié par les peroxydes d'hydrogene
(H202) non convertis en eau et oxygene, mais transformés en radicaux hydroxyles. Ces radicaux
attaquent les lipides des membranes cellulaires, entrainant leur dégradation (Laguerre, 2007). En
paralléle, ces radicaux oxydent également les acides aminés aromatiques sensibles, notamment ceux
avec des groupements thiol, contribuant a une augmentation des produits de carbonylation des
proteines (PCO). Ces processus conduisent a une détérioration accrue des cellules, aggravant ainsi
les conditions pathologiques associées au stress oxydatif (Dworski et al., 2000). Concernant
I’asthme, I'accumulation de MDA dans les tissus pulmonaires pourrait favoriser la chimiotaxie des
leucocytes, ce qui engendre une surproduction de especes réactives de lI'oxygene (ROS) par les
cellules immunitaires qui infiltrent et exacerbent l'inflammation des voies respiratoires. Ce
processus peut alors contribuer a I'aggravation des lésions des voies respiratoires, caractéristique de
I'asthme (You et al., 2014).

La présente étude a montré que I’exposition a 1’ovalbumine a significativement augmenté les
quantités de MDA dans le foie, poumons et érythrocytes, cela s'aligne sur la recherche de Khaldi
et al. (2017) qui ont étudié les effets de I'huile de Nigella sativa sur I'inflammation des poumons et
le stress oxydatif dans un modéle d’asthme allergique. Intéressant, I'administration de I’huile de
cade a considérablement réduit I'altération oxydative des niveaux de peroxydation lipidique dans le
groupe (OVA+HC), illustrant ses puissantes propriétés antioxydantes.

En effet, le corps humain dispose de plusieurs mécanismes de protection contre les radicaux libres,
empéchant ainsi I'accumulation de molécules endommagées par lI'oxydation. Le systeme de défense
antioxydante comprend des antioxydants non enzymatiques endogenes tels que le GSH et des
enzymes comme la CAT, la SOD et la GPx qui maintiennent I'état réduit grace a un apport constant
d'énergie métabolique (Sahiner et al., 2011 ; Bai et al., 2019). Ainsi, les cibles biologiques sont
protégées contre les ROS, de méme que les cellules contre leurs effets nocifs, contribuant a la
prévention des maladies. Les résultats ont montré que les rats exposés a I'OVA présentaient des

signes clairs de stress oxydatif, comme en témoigne la diminution significative des quantités
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d'enzymes antioxydantes GSH, GPx et Catalase, accompagnée d'une augmentation des niveaux de
MDA (Bai et al., 2019).

Concernat le GSH, qui est un antioxydant important dans la défense cellulaire contre les Iésions
oxydatives, en particulier dans les poumons. En tant que composé contenant un thiol non protéique,
le GSH sert de co-substrat pour la glutathionne transférase (GST) et la GPx, réduisant les dommages
oxydatifs causés par les especes réactives de I'oxygéne (Reynaert, 2011; Almadiy et al., 2020). De
plus, dans les cellules, le glutathion interagit avec les radicaux libres pour générer du glutathion
sous sa forme oxydée (GSSG). Ce dernier est efficacement régénéré dans son état réduit (GSH) par
la réductase GSH, en utilisant le NAD(P)H comme donneur d'électrons (Sugiura et Ichinose, 2008)
Dans cette recherche, 'OVA a significativement diminué les niveaux de glutathion (GSH),
indiquant une altération du systeme de défense antioxydant et laissant potentiellement les tissus
pulmonaires vulnérables aux dommages oxydatifs et a I'inflammation. Ces résultats sont cohérents
avec des études antérieures qui ont également signalé une baisse similaire des niveaux de GSH dans
le contexte de I'inflammation pulmonaire allergique (Zemmouri et al., 2017 ; Khaldi et al., 2018
; Rouibah et al., 2019). De plus, ces résultats ont révelé que les valeurs de GSH étaient elevees
dans le groupe traité, indiquant les propriétés antioxydantes de I'huile de cade qui peuvent protéger
contre le stress oxydatif en éliminant efficacement les radicaux libres.

En outre, les enzymes antioxydantes endogeénes, telles que la GPx et la CAT, ont été evaluées afin
de déterminer I’ampleur du stress oxydatif. Une diminution notable de I'activité de la catalase et de
la GPx a eté remarguée dans les poumons du groupe OVA par rapport au groupe témoin, indiquant
une détérioration de la fonction antioxydante, pointant vers un stress oxydatif élevé. La catalase est
considérée comme une enzyme antioxydante critiqgue dans les poumons, responsable de la
neutralisation du H>O> réactif en HO et O, (Mittal et al., 2014). L'épuisement de l'activité de la
CAT peut étre attribué a son inactivation causée par la synthese éleveée et I'accumulation de peroxyde
d'hydrogene (H20>) et de radicaux superoxydes dans les poumons asthmatiques. De plus, la GPx
est une enzyme intracellulaire contenant du sélénium connu pour catalyser la réduction du H20; en
eau, renforcant I'importance du GSH en tant que cofacteur nécessaire (Sugiura et Ichinose, 2008 ;
Mittal et al., 2014).

L'investigation histologigque actuelle du poumon valide les résultats précédents, comme illustré dans
la figure 44. Le groupe Témoin a démontré une histologie pulmonaire normale, sans infiltration
cellulaire inflammatoire ou remodelage des voies respiratoires observés, renforcant que le groupe
OVA est un groupe de comparaison approprié. D'autre part, le groupe OVA a montré une infiltration
cellulaire inflammatoire massive impliquant le recrutement et l'activation de diverses cellules

immunitaires, y compris les éosinophiles, les lymphocytes, les mastocytes et les macrophages. Ces
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cellules inflammatoires libérent des cytokines, des chimiokines et d'autres médiateurs qui favorisent
les dommages de I'épithélium bronchique et augmentent la prolifération cellulaire, conduisant a
I'épaississement des parois bronchiolaires (Zemmouri et al., 2017). La présence de médiateurs
inflammatoires peut également stimuler les cellules caliciformes & subir une hyperplasie et a
produire un exces de mucus dans la lumiere des bronchioles, ce qui peut contribuer davantage a
l'obstruction des voies respiratoires et a leur épaississement (Yang et al., 2011). Intéressant, la
morphologie pulmonaire s'est considérablement améliorée dans le groupe OVA+HC aprés le
traitement & l'huile de cade. La réduction de linfiltration des cellules inflammatoires, de
I'épaississement des voies respiratoires et de la diminution de la production de mucus indique un
effet protecteur potentiel du traitement a I'nuile de cade contre I'inflammation pulmonaire allergique.
Pour conclure, l'analyse approfondie de nos résultats met en lumiére le potentiel thérapeutique
significatif de I'huile de cade dans le traitement de I'asthme allergique. Cette étude a révélé que
I'administration de I'huile de cade a nettement atténue les marqueurs de stress oxydatif, comme le
montre la réduction des niveaux de MDA et la restauration des niveaux de GSH, GPx et Catalase
dans les tissus pulmonaires, hepatique et érythrocytaires. De plus, I'huile de cade a également
contribué a une diminution marquée de I'inflammation des voies respiratoires, comme en témoigne
laréduction de l'infiltration cellulaire inflammatoire et de I'épaississement des parois bronchiolaires,
ainsi que par la diminution de la production de mucus, améliorant ainsi la morphologie pulmonaire.
Ces effets bénéfiques peuvent étre attribués a la richesse en composes bioactifs tels que les
polyphénols, les flavonoides et les sesquiterpenes présents dans I'huile de cade, qui offrent une
protection antioxydante robuste et modulent les réponses inflammatoires. En neutralisant les ROS
et en réduisant lI'inflammation, I'huile de cade aide a prévenir les dommages tissulaires associés a

I'asthme allergique, tout en favorisant une meilleure fonction pulmonaire.
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Conclusion



Conclusion

Les découvertes de notre étude sur Juniperus oxycedrus révelent un potentiel significatif pour
l'utilisation de cette plante dans les domaines thérapeutique et cosmétique. Une analyse par
chromatographie liquide couplée a la spectrométric de masse (LC-MS) des constituants
phytochimiques des feuilles de Juniperus oxycedrus a permis de détecter la présence de
flavonoides tels que la rutine et la chrysine. Dans le méme contexte, I'huile de cade a montré

une forte teneur en polyphénols, tout comme les autres fractions étudi€es.

Nos observations indiquent que les extraits d'acétate d'éthyle (EAJO) présentent une activité
antioxydante nettement supérieure a celle des autres extraits, évaluée par diverses méthodes
telles que DPPH, ABTS, le pouvoir réducteur, CUPRAC, GOR, Phénanthroline, et SNP. Cela

dit, les autres extraits affichent également une activité antioxydante notable.

L'activité anti-Alzheimer, évaluée par l'inhibition de 1'acétylcholinestérase, montre que l'acétate
d'éthyle possede une forte capacité inhibitrice, comparable a celle de la Galantamine. L'huile
de cade se distingue également par son efficacité. Parallelement, I’activité antidiabétique a été
¢tudiée ; I'huile de cade a démontré une activité supérieure a celle de I'acarbose, soulignant son

potentiel thérapeutique significatif contre le diabéte.

Nous avons aussi exploré l'activité anti-diabétique, anti-uréase et anti-tyrosinase en examinant
I'inhibition des enzymes uréase et tyrosinase. Les résultats indiquent que les extraits et 1'huile

de cade possédent une activité modérée dans ces tests.

De plus, I'huile de cade a prouvé une excellente capacité a inhiber la dénaturation des protéines
induite par la chaleur de maniere dose-dépendante, comparable au diclofénac. Elle a également

offert une haute protection contre les radiations UV.

En paralléle, dans le cadre de la valorisation des produits traditionnellement utilisés en
médecine populaire, I'huile de cade a été étudiée pour ses propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, et anti-asthmatiques dans un modele d'asthme expérimental induit par

l'ovalbumine.

L'administration de 1'huile de cade dans ce modéle a réduit le stress oxydatif en neutralisant les
especes réactives de l'oxygene, minimisé I'inflammation pulmonaire en modulant l'infiltration
des cellules immunitaires, protégé les lipides membranaires contre la peroxydation, amélioré
l'activité des enzymes antioxydantes, et amélioré la morphologie pulmonaire en réduisant les
altérations des voies respiratoires.
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Pour conclure, ces résultats mettent en lumiére le potentiel de Juniperus oxycedrus comme
source précieuse d'antioxydants naturels, proposant une alternative viable aux antioxydants
synthétiques pour des applications en cosmétique, en pharmacie et dans l'industrie alimentaire.
Toutefois, pour assurer la sécurité de l'huile de cade pour la consommation humaine, des
recherches futures comprenant des évaluations toxicologiques in vitro et in vivo sont
indispensables. Il est essentiel non seulement de confirmer sa sécurité, mais aussi d'identifier et
d'isoler les composés actifs possédant un potentiel thérapeutique. Ces composés pourraient étre

clés dans le développement de nouvelles formulations pharmaceutiques.

Dans le cadre des perspectives futures, les principaux sujets de recherche a envisager

comprennent, entre autres :
e Approfondir I'évaluation de la toxicité des constituants de la plante.
e Etudier en détail les constituants phytochimiquesde I’huile de cade.

e FElargir le spectre de recherche sur les effets de ces plantes sur certaines maladies chroniques

: comme I’ Alzheimer, la sclérose en plaques, Creutzfeldt-Jakob...etc.
e Exploiter les effets bénéfiques des constituants de la plante dans la cosmétologie.

e Vérifier les intéractions au niveau moléculaire par docking afin de déterminer les

mécanismes d’action exacts des composés bioactifs de la plante et de son huile.
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ANNEXES

Annexe 1: Composition de I’aliment pour 1 kilogramme de nourriture (ONAB, Bejaia)

Matiére alimentaire Quantité en g/kg d'aliment Pourcentage (%0)

Mais 620 62

Soja 260 26
Phosphate 16 1.6
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0

Annexe 2: Solutions utilisées pour le dosage des parametres du stress oxydant.

Solutions Composition Quantités
- KH2PO4 1,36 g
Solution de lavage - NaCl 99
(pH=7,4) - Eau distillée 1L
- Bleu de Coomassie (G-250) 100 mg
Solution de BRADFORD - Ethanol 95% 50 mL
- Acide ortho-phosphorique 100 mL
- Eau distillée 1L
Tampon phosphate - Tris 50 mM 6,057 g
(pH=7,4) - NaCl 150 mM 8,775¢
- TCA 20 g
TCA-BHT - BHT 1lg
- Eau distillée 100 mL
- Tris 0,315¢
Tris-TBA - TBA 1,729
- Eau distillée 100 mL
Tampon TBS - NaCl 150 mM 4,387 ¢
(pH=7,4) - Tris 50 mM 3,028 ¢
- Eau distillée 500 mL
GSH - GSH 0,491¢
- Eau distillée 16 mL
DTNB - DTNB 5,151 g
- Eau distillée 13 mL
TCA -TCA 0449
- Eau distillée 40 mL
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Annexe 3: Réactifs utilisés pour le dosage de I’aspartate aminotransférase

Réactif R1: Tampon TrispH 7.8 80 mmol/L
L- Aspartate 200 mmol/L
NADH 0.18 mmol/L

Lactate déshydrogénase (LDH) 800 U/L

Réactif R2: Substrat Malate déshydrogénase (MDH) 600 U/L
a-Cétoglutarate 12 mmol/L

Annexe 4: Réactifs utilisés pour le dosage de 1’alanine aminotransférase

Réactif R1: Tampon TrispH 7.8 100 mmol/L
L- Alanine 500 mmol/L
NADH 0.18 mmol/L
Reactif R2: Substrat Lactate déshydrogénase (LDH) 1200 U/L
a-Cétoglutarate 15 mmol/L

Annexe 5: Réactifs utilisés pour le dosage de la phosphatase alcaline.

Réactif R1: Tampon Diéthanolamine (DEA) pH 10.4 Immol/L
Chlorure de magnésium 0.5mmol/L
Réactif R2: Substrat p-Nitrophénylphosphate (pNPP) 10 mmol/L

Annexe 6: Réactifs utilisés pour le dosage de I’albumine.

Réactifs Composition Concentration
R1 Vert de bromocrésol pH 4.2 0.12 mmol/L.
Etalon Albumine 5 g/dL
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Annexe 7 : Réactifs utilisés pour le dosage de I'urée.

Phosphate pH 6.7 EDTA 50 mmol/L
Sodium salicylate 2 mmol/L
Réactif R1: Tampon Sodium nitroprusside 400 mmol/L
10 mmol/L
Réactif 2: NaClO Sodium hydrochlorite (NaClO) 140 mmol/L
Sodium hydroxyde 150 mmol/L
Réactif 3: Enzymes Uréase 30000 U/L
Urée calibrant Urée aqueux (Standard) 50 mg/dL

Annexe 8: Réactifs utilisés pour le dosage de la créatinine

Réactif 1 Acide picrique 17.5 mmol/L
Réactif 2 Hydroxyde de sodium 0.29mol/L
créatinine calibrant Créatinine aqueux (standard) 2 mg/dL

Annexe 9: Courbe d'étalonnage de la BSA (Img/mL).

+ DO Linéaire (DO)
0,8
0.7 y = 0,6886x + 0,009
06 R? = 0,9987

ABSORBANCE A
595NM

0O 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
COMNCENTRATION BSA (MG /ML)
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Annexe 10: Courbe d'étalonnage a l'acide gallique pour mesurer les polyphénols totaux

0,90 -
0,80 A vy =0,0034x+ 00,1044
R? =0,9972
0,70 A
@ 0,60 -
L)
& 0,50 -
=
2 0,40 - ® Sériel
=
0,30 -~ Lingaire (Série1)
0,20 A
0,10 A
0,00 T T T T 1
(8] 50 100 150 200 250
Concentration de I'acide gallique ( pg/milL)

Annexe 11: Courbe d'étalonnage a la quercétine pour mesurer les flavonoides

1,20 A

vy = 0,0048x
1,00 - RZ = 10,9994
0,80 -

& Sériel

Absorbance
\D
(o]
o
L

0,40 o Lingaire (Série1)
0,20 -
0,00 . . . . ,

8] 50 100 150 200 250
Concentration de la quércetine (pg/mL)

Annexe 12: Chromatogramme de I’extrait EAJO
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Annexe 13: Pic de la chrysine (EAJO)
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Annexe 15: Pic de la naringénine (EAJO)
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Annexe 16: Pic de la beta caroténe (EAJO)
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13000004

Annexe 17: Chromatogramme de I’extrait NBJO
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Annexe 19: Pic de la chrysine (NBJO)
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Annexe 20: Pic de I’acide coumarique (NBJO)
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Annexe 21: Pic de la béta carotene (NBJO)
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Annexe 22: Pic de la naringénine (NBJO)

Annexe 23: Fonction normale de produit utilisée dans le calcul de la SPF (Mansur et al.,

1986).

Longueur d’onde A (nm)

290
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Annexe 24: Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des
facteurs de protection mesurés, selon la Recommandation de la Commission Européenne

2006
ek Facteur de Facteur de Facteul: de Longueur d’onde
Catégorie q q protection o g
indiquée protection protection UVA minimal critique minimale
1 indiqué solaire mesuré recommandé recommandée
« Faible 6 6-9,9
protection
» 10 10 - 14,9
« 15 15-19,9
Protection 20 20 - 24,9
moyenne 1/3 du facteur de
» 25 25-299 protection solaire
diqué 370 nm
« Haute 30 30-49,9 1T: ’19113 sur
protection I’étiquette
» 50 50 -59,9
« Tres
haute 50+ 60 <
protection

»
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mAbstract

This investigation aimed to explore the antioxidant, anti-inflammatory effects of Cade oil and its efficacy wit-
hin a Wistar allergic asthma model. The antioxidant activity was assessed through various in vitro tests using

| chain-breaking antioxidant effects (radical scavenging and reducing abilities assays). In vivo experiments

involved Wistar rats categorized into four groups: negative control group, Ovalbumin-sensitised/challenged
group, Cade oil-treated group, and Ovalbumin-sensitised/challenged Cade oil-treated group. These experi-
ments aimed to evaluate oxidative stress parameters in the lungs and erythrocytes. The results indicated that
the Cade oil exhibited significant antioxidant capabilities, evidenced by its radical scavenging activity against
DPPH, ABTS, and Galvinoxyl radicals, with IC,; values ranging from 21.92 to 24.44 pg/mL. Besides, the
reducing abilities methods showed A0,5 value ranging from 11.51 to 30.40 pg/mL for reducing power, Cupric
ion reducing antioxidant capacity, and O-phenanthroline assays. Additionally, the IC,; value for B-carotene
scavenging was found to be (8.2 + 0.25 pg/ml). Analysis revealed high levels of polyphenols and flavonoids in
Cade oil, indicating rich polyphenol (275.21 + 3.14 mg GAE/g DW) and flavonoid (28.23 + 1.91 pg QE/mg)
content. In vivo findings highlighted Cade oil's efficacy in reducing inflammatory cell recruitment, enhancing
antioxidant status, reducing lipid peroxidation, and improving histopathological alterations within the allergic
asthma model. These results demonstrated that Cade oil has a potent antioxidant, anti-inflammatory, and anti-

E
[=]

asthmatic properties, suggesting its potential therapeutic application in asthma treatment.

Keywords: Allergic asthma model, Antioxidant activity, Cade oil, Juniperus oxycedrus, Lung inflammation,

Oxidative stress.

1. Introduction

Asthma is a complex, heterogeneous condition affec-
ting the conducting respiratory tract, characterized by
chronic inflammation, reversible airflow blockage, heigh-
tened bronchial hyper-responsiveness and oxidative stress
[1, 2]. Despite advances in effective treatment during the
last decades, asthma currently affects around 0.3 billion
people worldwide, incurring a heavy burden on public
health, as noted by the World Health Organization [3].
Recent studies have emphasized the significant role of oxi-
dative stress in exacerbating asthma symptoms, including
airway inflammation, decreasing lung function, and tis-
sue damage. Chronic inflammation in the respiratory tract
is recognized as the fundamental pathological feature of
asthma, exacerbated by an increase in oxidative stress-in-
duced inflammatory mediators [2]. The lungs, due to their

exposure to environmental and endogenous antioxidants,
are particularly vulnerable to oxidative damage, contri-
buting to an imbalance arises between the generation and
accumulation of reactive species (ROS/RNS) and the an-
tioxidant defence systems [4]. This imbalance intensifies
the inflammatory process, highlighting the need for treat-
ments that can effectively modulate these responses with
minimal side effects [5].

Natural compounds, including flavonoids and polyphe-
nols, have shown promise in asthma treatment due to
their antioxidant and immunomodulatory properties [5].
Among these, Juniperus oxycedrus L. known locally as
(Tagga) and found in the Mediterranean region, including
parts of Algeria [6], is reported to possess numerous biolo-
gical activities, essentially antioxidant [6] and anti-inflam-
matory properties [7]. Cade oil, sesquiterpene oil derived

« Corresponding author.
E-mail address: mahieddine@yahoo.com (M. Boumendjel).
Doi: http://dx.doi.org/10.14715/cmb/2024.70.7.8
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from the destruction distillation of Juniperus oxycedrus
branches and wood, has been traditionally exploited in
Turkish folk medicine to treat various ailments, including
asthma, cold, cough, rheumatism and skin conditions [8].

However, despite the several known benefits, many
studies described in the literature reported the adverse ef-
fects and incidents of poisoning arising from the randomly
excessive consumption of Cade oil [9]. These incidents
highlight the importance of a balanced approach, based on
rigorous scientific evidence, to validate the traditional uses
of Cade oil [9]. Although many traditional medicines exhi-
bit inherent toxicity, they are considered safe when used in
controlled dosages [10].

The main focus of this study is to examine the in vitro
antioxidant activity and in vivo antioxidant, anti-inflam-
matory and anti-asthmatic eflects of Cade oil in a Wistar
rat model of allergic respiratory disorder by Cade oil ad-
ministration.

2. Materials and methods
2.1 Plant material

The traditional production of Cade oil is based on a
direct steam distillation of the woods and branches of
Juniperus oxycedrus, collected from the Eastern Mediter-
ranean coast of Algeria and marketed by local herbalists.

2.2 Chemicals

All chemicals and reagents used in the in vitro expe-
riments were purchased from both Sigma Chemicals Co
and Biochem Chemopharma. Chicken egg albumin (Ova-
Ibumin, OA, grade IT), Bovine serum albumin (BSA) and
each chemical utilised in the in vivo study were purchased
from Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo).

2.3 Determination of total bioactive content
2.3.1 Determination of the total phenolic content (TPC)
Spectrophotometric analysis was carried out using the
Folin-Ciocalteu reagent, according to a modified proce-
dure by Singleton and Rossi [11].The absorbance against a
blank was measured at 765nm. The total phenolic content
was expressed as micrograms of gallic acid equivalents
per milligrams of extract (ug GAE/mg).

2.3.2 Determination of the total flavonoid content (TFC)

A modified method based on the procedure descri-
bed by Topgu et al. [12] was employed. The absorbance
was measured at 415nm. The total flavonoid content was
expressed as micrograms quercetin equivalents per milli-
gram of extract (ug QE/mg).

2.4 In vitro antioxidant activity determination
2.4.1 Free Radical Scavenger Activity by DPPH

The capacity of Cade oil to inhibit the free radical
DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) was determined
using the method reported by Meziant et al. [13]. The
results were compared to reference antioxidant standards
(BHA and BHT and Ascorbic acid). The findings were pre-
sented regarding the concentration required for 50% inhi-
bition (IC50), expressed in pg/mL.

2.4.2 ABTS scavenging activity

The ABTS+ radical cation decolourisation assay was
employed to carry out the ABTS scavenging activity, ac-
cording to the method described by Meziant et al. [13].

2.4.3 p-carotene bleaching inhibition

The B-carotene/linoleic acid assay was assessed fol-
lowing the protocol described by Lekouaghet et al. [14].
and the results were given as 50% inhibition concentration
(IC,,) (ng/mL).

2.4.4 Reducing power assay

The ferric-reducing power was assessed according to
Meziant et al. [13]. The results were presented as A
(0.50 absorbance), indicating the concentration level re-
quired to achieve an absorbance of 0.5.

2.4.5 Phenanthroline assay

Phenanthroline antioxidant activity was performed in
a 96-well microplate following the method detailed by
Bakhouche et al. [15]. The absorbance of the resulting
solution was determined at 510 nm, with BHT and BHT
utilised as standards.

2.4.6 Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)

The evaluation of the reducing antioxidant capacity
was assessed by the (CUPRAC) assay following the
method described by Lekouaghet et al. [14]. Results were
expressed as A .. BHA, BHT and Ascorbic acid were used
as antioxidant standards.

2.4.7 Galvinoxyl free radicals scavenging assay (GOR)

The extract impact on the Galvinoxyl free radicals was
estimated according to Bakhouche et al. [15]. The absor-
bance was measured at 428 nm. Galvinoxyl solution in
methanol was used as a control, while BHA and BHT ser-
ved as standards in this study. The results were represented
as EC,  (ug/mL), indicating the concentration at which
50% absorbance intensity was observed.

2.5 Determination of the in vivo antioxidant activity
2.5.1 Animals

Twenty-four male Wistar rats weighing between (240
and 250g) were utilised. The rats were obtained from the
Pasteur Institute of Algiers (Algiers, Algeria) and provided
unrestricted access to water and the standard feed supplied
by the ONAB of Bejaia (Algeria) throughout the experi-
ment. The animals were housed under natural photoperiod
conditions, with an average temperature maintained at 21-
25°C,

The methodologies applied in this study received ap-
proval from the Ethical Committee of the Directorate Ge-
neral for Scientific Research and Technological Develop-
ment, which operates under the auspices of the Algerian
Ministry of Higher Education and Scientific Research.
This endorsement was formalised with the issuance of
license number PNR/SF 08/2012, ensuring adherence to
ethical standards in the research process.

2.5.2 Experimental group design

Twenty-four rats were divided into four groups, with
six in each group. The control group (CTL), which re-
ceived no treatment, was considered as a negative control
group. Rats challenged and sensitised with Ovalbumin are
included in the asthma group (OVA), which is regarded as
the positive control. The treated Group with Cade oil (CO)
received oral administration of Cade oil (1mL/kg) for 10
days following the experimental protocol. Asthma treated
Group (OVA+CO) corresponding to Ovalbumin-challen-
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ged rats, treated for 10 days with Cade oil (1 mL/kg).

2.5.3 Sensitisation and airway challenge

In the OVA and OVA+CO groups, sensitisation was
performed on days 0 and 14 by intraperitoneal injections
of Ovalbumin (Ovalbumin, OA, grade II) (I mg/mL)
along with alum (I mg/mL in saline solution) as an ad-
juvant. Subsequently, on the 21st, 22nd, and 23rd days,
the rats in these groups were subjected to a 30-minute
OVA inhalation challenge (5 mg/mL) using an OMRON
nebuliser (NE-C29-E). On the other hand, the CTL and
CO groups were injected and challenged with saline on
the same dates. The methodologies described by Moura
et al. [16] and Yang et al. [17] were adopted. The samples
collected for analysis were namely lung tissue, blood and
bronchoalveolar fluid samples.

2.5.4 Samples preparation

Animals were sacrificed twenty-four hours following
the final aerosol challenge, by cervical decapitation. The
Blood samples were collected in plain vials and heparin
tubes to obtain serum and plasma, respectively. Blood
samples in plain vials were centrifuged (3000 rpm for 15
minutes at 4°C) and then preserved at -20°C. The erythro-
cytes in the blood sediment were centrifuged after being
twice suspended in PBS (pH 7.4), first at 3000 g for 15
minutes at 4°C and then at 4000 g for 30 minutes. Then,
the erythrocyte solution was collected in Eppendorf tubes
and stored at 20°C. The trachea of ecach rat was cannula-
ted, and the lungs of cach rat underwent three successive
lavages with PBS (2mL). This lavage fluid was centrifu-
ged at 4000 x g for 10 min. Eppendorf tubes containing
Broncho Alveolar Lavage Fluid (BALF) were stored at
—20 °C. The cell pellet was vortexed and suspended in
500 pL of PBS for cell counting using an improved Neu-
bauer hemocytometer (Full Automatic Blood Cell Coun-
ter MODEL PCE-210N). Afterwards, Lung tissues were
promptly extracted, rinsed with a 0.9% saline solution, and
then weighed after carefully removing adjacent connective
tissues. Approximately 1g of the lung was homogenised in
a 2:1 volume of PBS (Tris 50mM, NaCl 150mM, pH 7.4)
under an ice-cold condition. After centrifugation at 3000
x g for 35 minutes at 4°C, the resulting supernatants were
conserved at -20°C.

2.5.5 Lipid peroxidation levels measurement

Lipid peroxidation levels in both lungs and erythro-
cytes were evaluated using Malondialdehyde (MDA) as a
biomarker. MDA, a final product of lipid peroxidation, in-
teracted with thiobarbituric acid (TBA) to form a red com-
plex known as TBARS. The concentration of TBARS was
quantified by measuring its absorbance at 530, following
the method described by Esterbauer et al. [18].

Table 1. Total polyphenols and flavonoids content of Cade oil.

2.5.6 Reduced glutathione (GSH) levels measurement

GSH levels in both lung and erythrocytes were assessed
using a colourimetric method following Weckbecker and
Corry [19]. In this method, SH groups of glutathione re-
duced DTNB (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), produ-
cing a characteristic yellow colour. The absorbance at 412
nm was recorded, and the total GSH concentration was
presented in nmol GSH/mg protein.

2.5.7 Determination of antioxidant enzyme activities

In both lung tissue and erythrocytes, the roles of an-
tioxidant enzymes were determined through glutathione
peroxidase (GPx) and catalase (CAT) activities. The pro-
cedure outlined by Flohé and Giinzler [20] served as the
basis for measuring GPx activity; this implies that the
hydrogen peroxide (H,0,) was reduced to glutathione
disulfide (GSSG) in the presence of reduced glutathione
(GSH). The specific GPx activity was quantified at 420
nm and presented as mmol GSH/mg protein. In addition,
catalase activity was assessed by measuring the ability of
the enzyme to catalyse the degradation of hydrogen pe-
roxide, which led to a decline in absorbance, following
the method reported by Aebi's method [21]. Measurements
were recorded at 240 nm at 15-second intervals for 1 mi-
nute using UV/visible light. CAT activity was expressed as
pmol H,0, consumed/min/mg protein.

2.6 Histopathological examination

Following the method described by Zemmouri et al.
[22], lung tissues were collected and subsequently fixed
in 10% formaldehyde. Afterwards, specimens underwent
dehydration using ethanol solutions and then embedded
in paraffin. Sections of 5 um thickness were obtained
from the paraffin blocks and stained using hematoxylin/
eosin (H&E). The stained sections were examined using a
LEICA DM 1000LED microscope.

2.7 Statistical analysis

All data were analysed using SPSS version 25. The in
vivo data were expressed as mean + standard error (SEM).
All in vitro antioxidant tests have been expressed as an
average of three replicates + the standard deviation (SD).
The IC, and A, values were calculated by linear regres-
sion analysis. Group comparisons were performed by
ANOVA one-way followed by the HSD Tukey post Hoc
test. The level of statistical significance was determined at
a p-value <0.05.

3. Results
3.1 Total bioactive content

The current study demonstrated the level of bioac-
tive content in Cade oil as presented in Table 1. The total
phenolic content in the Cade oil was assessed using The
Folin—Ciocalteu method. Cade oil showed a high quantity

Sample

Total phenolic (ng GAE/mg DW)

Total flavonoid (pg QE/mg DW)

Cade oil 27521+3.14

28.23 +1.91

Data are expressed as mean + SD of three parallel measurements. Total phenolic content is expressed as pg Gallic acid equivalents/
mg of extract, and total flavonoids are expressed as pg Quercetin equivalents/mg of extract.
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of phenolic content, reaching 275.21 + 3.14 mg GAE/g
DW. While flavonoids reached 28.23 + 1.91ug QE/mg, as
indicated in Table 1.

3.2 In vitro antioxidant activity of Cade oil

To assess the antioxidant potential of Cade oil, various
assays were employed, including DPPH and ABTS scaven-
ging activity, B-carotene/linoleic acid bleaching capacity,
Cupric reducing antioxidant capacity, Phenathroline and
Galvinoxyl scavenging assays. The obtained results from
these different tests were expressed in terms of IC, and
A s values, as presented in Table 2.

DPPH, a stable purple-coloured free radical, trans-
forms to yellow hydrazine when reduced by an antioxi-
dant. This characteristic was utilised in a DPPH assay to
evaluate the radical-scavenging capability of Cade oil. The
assay revealed that Cade oil possesses considerable anti-
radical capacity, reported by an IC value of 24.29+0.39
png/mL. However, this efficacy is lower compared to the
well-known antioxidants BHA and BHT, which recorded
IC,, values of 12.99+0.41 pg/mL and 6.14+0.41 pg/mL,
respectively. Consistent findings were observed in both
ABTS and Galvinoxyl Radical (GOR) assays, with Cade
oil manifesting IC,; values of 24.44 + 1.27 pg/mL and
21.92 + 1.27 pg/mlL, respectively. These results indicate
a moderate level of antiradical efficacy relative to esta-
blished antioxidants BHT and BHA.

The reducing ability of Cade oil was analysed using
three distinct methods: reducing power, CUPRAC, and
phenanthroline assays. The reducing power assay hi-
ghlighted cade oil's potential in electron transfer, indicated
by its effective conversion of Fe*™ to Fe? through potas-
sium ferricyanide; exhibiting moderate activity with an
A, value of 19.40+0.45 pg/mL, surpassing that of BHT
(A, >50 pg/mL). In the CUPRAC assay, based on the
copper reduction method, Cade oil achieved a value of
30.40+1.52, slightly lower than those recorded for BHT
and BHA (A ; values of 5.35+0.71 pg/mL and 8.97+3.94
ug/mL, respectively). The phenanthroline assay, asses-
sing the reduction of metal iron, demonstrated Cade oil's
effective potential, with an A, value of 11.52+0.48 ng/
mL, indicating a lower concentration requirement compa-
red to BHT and BHA (A ;values of 0.88+0.04 ng/mL and
2.1240.04 pg/mL, respectively).

To conclude, the antioxidant capacity of Cade oil, the
B-carotene bleaching assay, showed high activity with an
IC,, value of 8.20+0.25 pg/mL. However, this effective-
ness was less than that of standard antioxidants BHT and

Table 2. Antioxidant activities of Cade oil.

BHA, which displayed IC, values of 1.11+0.06 pg/mL
and 0.88+0.03 pg/mL, respectively.

3.3 In vivo antioxidant activity of Cade oil
3.3.1 Cell count levels in Bronchoalveolar BALF and
serum

The findings regarding cell count in BALF and serum
are depicted in (Fig.l), revealing notable results. In the
BALF and serum of OVA-induced rats, inflammatory
cells, including lymphocytes, monocytes and granulo-
cytes, were evaluated. A significant cell number increment
was noted (p < 0.001) in the OVA-challenged group com-
pared to the control group. Importantly, administration of
Cade oil significantly decreased (p < 0.05) the infiltration
of these inflammatory cells both in BALF and serum rela-
tive to the OVA-challenged group.

3.3.2 Evaluation of the antioxidant defence status in
lung and erythrocytes

In the lung and erythrocytes, Ova-sensitisation had a
noticeable effect on the antioxidant defence level. MDA
levels were significantly increased, while GSH, GPx and
CAT levels were significantly decreased in the sensitised
group compared to the control group (Fig. 2). Regarding
the CO group, the treatment administration demonstrated
a noteworthy improvement in all these parameters in the
organs under study.

3.4 Histopathological results
The histological analysis assessed the pathological
characteristics of OVA-induced allergic lung inflammation
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Fig. 1. The effect of Cade oil on inflammatory cells in BALF and
serum. Data are expressed as mean+SEM. (*p<0.05, **p<0.01,
*¥¥%p<0.001) compared all the groups to the CTL group. (#p<0.05,
##p<0.01, ##p<0.001) compared the (OVA+CO) to the OVA group.
Noted that CTL: negative control. OVA: sensitised and challenged
rats (positive control). Treated group (CO): received oral administra-
tion of Cade oil (ImL/kg). (OVA+CO): consisted of ovalbumin-chal-
| lenged rats treated with Cade oil (1 mL/kg).

A

DPPH ABTS GOR B-Carotene Pﬁ‘c‘;‘x‘s‘iy Cuprak  Phenanthroline
IC,(ug/ml)  IC ug/mL) IC, (ngml) IC mg/mL) "IN A (rgml)  IC(ugm)
CO 24208039 2444%127 21.02%127° 82£025  194£045  3040%1520 1151048
BHT 607402  175£02° 3324018  0.88+003" >50¢ 535£071°  0.88+0.04
BHA® 1294024 LI4£0.11° 538006  1.11+0.06° NT 8O7T£394  212+0.05
AA* NT NT NT NT 6.73 £ 115 NT NT

IC50 and A0.50 values are expressed as the concentration of 50% inhibition percentages and the concentration at 0.50 absorbance, respectively.
Both metrics, calculated by linear regression analysis and expressed as Mean + SD (n=3). Different superscripts (a, b, ¢) in a column indicate
significant differences, while identical superscripts (b, b) denote no significant difference, determined by ANOVA and Tukey's test (p<0.05). CO:
Cade oil; BHA: butylated hydroxyanisole; BHT: butylated hydroxytoluene; AA: ascorbic acid; NT: not tested.
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ovA o ovA«CO ovA o OVA+CO

Fig. 2. Antioxidant defence status in lungs and erythrocytes of the
control and treated groups. (A): Malondialdehyde (MDA) levels in
both lungs and erythrocytes; (B): Reduced Glutathione (GSH) levels
in lungs and erythrocytes; (C): Glutathione peroxidase activity in lung
and erythrocyte (GPx) and (D): Catalase activity in both lungs and
erythrocytes. Data are expressed as mean+=SEM. (*p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001) compared all the groups to the CTL group. (#p<0.05,
###p<0.01, ###p<0.001) compared the OVA+CO to the OVA group:
the asthma group. Noted that CTL: negative control. OVA: sensitised
and challenged rats (positive control). Treated group (CO): received
oral administration of Cade oil (1 mL/kg. (OVA+CO): consisted of
| ovalbumin-challenged rats treated with Cade oil (1 mL/kg).

(Fig. 3). Upon H&E staining, lung tissue of the OVA group
(Fig. 3, B) exhibited a pronounced peribronchial inflam-
mation by excessive leukocyte infiltration as compared to
the normal tissue (Fig. 3, A). Additionally, there was an
increase in the thickness of the respiratory bronchioles and
an enhanced production of mucus by goblet cells. Inte-
restingly, the (OVA+CO) group demonstrated enhanced
lung morphology, characterised by reduced inflammatory
cells, decreased thickening of airway cells and a decline in
mucus production (Fig. 3, D). Moreover, the CO-treated
group did not display any histological damage in the lung
compared to the control group (Fig. 3, C).

4. Discussion

Oxidative stress is fundamentally implicated in the
pathogenesis of a broad spectrum of chronic health condi-
tions, including allergic asthma, highlighting the essential
need to investigate antioxidant mechanisms for potential
therapeutic strategies [5]. Despite extensive research in
this area, the specific impact of natural remedies, such as
Cade oil derived from Juniperus oxycedrus, on allergic
asthma remain unexplored, with existing studies primarily
limited to the extracts and essential oils derived from Juni-
perus oxycedrus [7, 23]. Addressing this gap, our investi-
gation aims to elucidate the effects of Cade oil on allergic
asthma, thereby contributing to a broader comprehension
of its potential therapeutic benefits in oxidative stress-me-
diated conditions.

In response, a series of assays were conducted to ascer-
tain the antioxidant potency of Cade oil. The significant
antioxidant capacity found in our in vifro analyses promp-
ted further investigations using a rat model of allergic
asthma, which develops cellular and pathophysiological
characteristics similar to those observed in human asthma
[16], notably oxidative stress feature, a fundamental ele-
ment implicated in the onset and progression of asthma
[5].

Our results suggest that Cade oil possesses notable
antioxidant activity, primarily due to its abundant pheno-

lics and flavonoid content. Remarkably, the therapeutic
properties of many bioactive compounds, especially her-
bal polyphenols and flavonoids, stem from to their redox
potential, which plays a critical role in electron transfer
processes, neutralization of free radicals, and chelation of
metal ion [24].

In the context of asthma, inflammatory cell activation,
particularly by T-helper 2 (Th2) cells, is crucial in in direc-
ting and managing the immune-inflammatory response in
asthmatic airways. Following exposure to the ovalbumin
allergen, the interaction between antigen-presenting cells
and sensitised helper T lymphocytes result in increased
secretion of several airway cytokines, notably 1L-4, IL-5,
and IL-13 [1].

These cytokines are fundamental in eosinophil difle-
rentiation, survival, and function, leading to the recruit-
ment of inflammatory cells to the lungs, increased mucus
secretion, enhanced airway hyperresponsiveness and aller-
gen-specific IgE production [1, 5]. Moreover, inflamma-
tory epithelial cells markedly produce pro-inflammatory
cytokines and chemokines, such as such as tumour necro-
sis factor o (TNF-0) and interleukin-1  (IL-1 ) [17].

TNF-a is involved in orchestrating the airway inflam-
matory, acting as a chemotactic agent for recruiting neu-
trophils and eosinophils, and enhancing the expression of
adhesion molecules on the epithelial cell surface [25]. On
the other side, IL-1f triggers the generation of Th2 cells
following allergen exposition, leading to cosinophils acti-
vation and subsequent cytokines release, including IL-5
[25]. Animal models studies have consistently demonstra-
ted a remarkable upsurge in TNF-a and IL-1p gene expres-
sion in OVA-induced asthma [5, 16, 25]. Arguably, redu-
cing the inflammatory cell cytokines and chemokines in
the airway using the anti-TNF-a and IL-1p drugs represent
an efficient therapeutic strategy for treating asthma [26].

' S

Fig. 3. Histopathological analysis of the lungs section of rats. A:
Control group (x40). B: Asthma group (x40). C: Normal group treated
only with Cadc oil ImL/kg /day orally (x40). D: Asthma group trcated
with Cade oil 1mL/kg /day orally (x40). The histological structurc of
the control rat exhibits a normal appearance. In contrast, the Ova-sen-
sitised lung presents evidence of inflammatory cell infiltration in the
bronchial airways (indicated by the yellow arrow), an increase in the
thickening of a respiratory bronchiole (depicted by the white square),
hyperplasia of goblet cells (shown by the red circle), and production of
mucus (highlighted by the black arrow). Conversely, in the OVA+CO
rat lung, a reduction in inflammatory cell presence (indicated by the
red arrow), a decrease in the thickening of airway cells (represented
by the black square), and a decrease in mucus production (illustrated
by the blue arrow) are observed. The CO-treated rat lung exhibits a
\normal cellular appearance comparable to the control group.
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Consistent with the findings of Chalchat et al. [27] and
Barrero et al. [28], the major component present in Cade
oil is 8-cadinene, known for its anti-inflammatory eflects
and ability to reduce IL-1$ and TNF-a levels [29]. Our
data indicates clearly that the oral administration of Cade
oil reduced lung inflammation by decreasing leukocyte
rates to their physiological ranges and minimising inflam-
matory cell infiltration into lung tissue, especially eosino-
phil and lymphocyte levels in OVA+CO group compared
to the OVA group. These findings indicate that Cade oil
had a therapeutic influence on the allergic response ob-
served in Ova-sensitised rats, suggesting that §-cadinene
directly contributes to the oil's capacity to mitigate allergic
responses in sensitized rats, aligning with previous fin-
dings that associate this compound with anti-inflammato-
ry activity and a reduction in pro-inflammatory cytokines
such as IL-1p and TNF-a. Therefore, may be attributed
significantly to dillerent phenolic compounds present in
Cade oil, which not only neutralise free radicals but also
demonstrate anti-inflammatory properties, contributing to
the its inhibitory impact on allergic responses in sensitized
rats.

Oxidative stress represents a fundamental hallmark of
asthma, characterised by an imbalance between a heigh-
tened oxidant system and reduced antioxidant defences.
The presence of high oxidant rates serves as an indicative
marker of the ongoing inflammatory processes [5, 30]. In
this context, numerous studies have investigated the bond
between oxidative stress and asthma, focusing on a pos-
sible therapeutic strategy revolves around antioxidants
[31, 32].

Particularly, oxygen-derived free radicals, especially
frompolyunsaturated fatty acids, lead to lipid peroxidation
within the cell membranes, producing Malondialdehyde
(MDA), known as an indicator of oxidative stress due to
its oxidant properties [33]. Hence, the accumulation of
MDA in lung tissue could potentially enhance the leuko-
cyte chemotaxis, releasing an excess of ROS production
by immune cells infiltrating airway inflammation, leading
to asthma-related airway injury [33].The present inves-
tigation showed that the OVA challenge significantly in-
creased MDA amounts in lungs and erythrocytes samples;
this aligns with the research of Khaldi et al. [31], who in-
vestigated the effects of Nigella sativa oil on lungs inflam-
mation and oxidative stress. Interestingly, the administra-
tion of Cade oil significantly reduced the oxidative alte-
ration of lipid peroxidation levels in the OVA+CO group,
illustrating its potent antioxidant properties.

The human body has several mechanisms that ensure
its protection against free radicals, including endogenous
non-enzymatic antioxidants such as GSH and enzymatic
antioxidants such as catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), and glutathione peroxidase (GPx) [34, 35]. These
systems help in neutralising free radicals and protecting
biological targets from oxidative harm, thereby aiding in
discase prevention [34]. Our data demonstrated that rats
exposed to OVA showed clear signs of oxidative stress,
as indicated by reduced amounts of antioxidant enzymes
GSH, GPx and Catalase, accompanied by an increase in
MDA levels. Accordingly, it may be suggested that oxi-
dative stress provoked increased inflammation, given the
significant presence of inflammatory cells in the OVA-in-
duced asthmatic rats [22, 35].

GSH, a vital antioxidant, plays a crucial role in cellu-

lar defense against oxidative injury, especially in the lungs
[22, 30]. As a non-protein thiol-containing compound,
GSH serves as a co-substrate for glutathione transferase
(GST) and GPx, reducing oxidative damage caused by
reactive oxygen species [30]. Additionally, in cells, gluta-
thione interacts with free radicals to generate glutathione
in its oxidised form (GSSG). The latter is efficiently rege-
nerated into its reduced state (GSH) by GSH reductase,
using NAD(P)H as the electron donor [2].

In this research, the OVA challenge significantly de-
creased glutathione (GSH) levels, indicating impairment
in the antioxidant defence system and potentially leaving
the lung tissues vulnerable to oxidative damage and in-
flammation. These results are consistent with earlier stu-
dies [22, 31, 32]. which also reported a similar decline in
GSH levels in the context of allergic lung inflammation.
Furthermore, these results revealed that GSH values were
elevated in the treated group, indicating the antioxidant
properties of Cade oil that can protect against oxidative
stress through its effective role as a scavenger of free radi-
cals.

Additionally, endogenous antioxidant enzymes, such
as GPx and CAT, have been evaluated in order to deter-
mine the extent of oxidative stress. A notable decrease
in catalase and GPx activity was noticed in the lungs of
the Ova group when compared to the Control group, indi-
cating deterioration in the antioxidant function, pointing
to elevated oxidative stress. Catalase has been regarded
as a critical antioxidant enzyme in the lungs, responsible
for neutralising reactive H,O, into H O and O, [34]. The
depletion of CAT activity can be atiributed to its inacti-
vation caused by elevated synthesis and accumulation of
hydrogen peroxide (H,0,) and superoxide radicals within
the asthmatic lungs [22]. Moreover, GPx is an intracel-
lular, selenium-containing enzyme known to catalyse the
reduction of H O, to water [33], reinforces the importance
of GSH as a necessary cofactor [2, 34].

The current histological investigation of the lung is
consistent with earlier findings; as illustrated in (Fig. 3),
the control group demonstrated normal lung histology,
with no observed inflammatory cell infiltration or airway
remodelling, reinforcing that the Control group is a sui-
table comparison group. On the other hand, the Ova group
showed a massive inflammatory cell infiltration involving
the recruitment and activation of various immune cells,
including eosinophils, lymphocytes, mastocytes, and
macrophages. These inflammatory cells release cytokines,
chemokines, and other mediators that promote bronchial
epithelium damage and increase cell proliferation, leading
to the thickening of the bronchiolar walls [22]. The pres-
ence of inflammatory mediators can also stimulate goblet
cells to undergo hyperplasia and produce excessive mu-
cus within the lumen of the bronchioles, which can fur-
ther contribute to airway obstruction and thickening [17].
Interestingly, lung morphology significantly improved in
the OVA+CO group after receiving treatment with Cade
oil. The reduction in inflammatory cell infiltration, airway
thickening, and the decline in mucus production indicate
a potential protective effect of Cade oil treatment against
allergic lung inflammation.

5. Conclusion
This study explored the antioxidant, anti-inflammatory
and anti-asthmatic properties of Cade oil through both in
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vitro and in vivo experiments. Our research yielded seve-
ral significant insights. Firstly, Algerian Cade oil is rich
in phenolic compounds, which could explain its impres-
sive antioxidant and anti-inflammatory activities observed
in vitro. Additionally, the administration of the Cade oil
in an OVA-induced asthma model has counteracted oxi-
dative stress by neutralising ROS, minimising pulmonary
inflammation through modulating immune cell infiltration,
as well as protecting membrane lipids from peroxidation,
enhancing the activity of antioxidant enzymes, besides
improving lung morphology by reducing the alteration of
the airways. Future research involving in vitro and in vivo
toxicological assessments will be necessary to establish
the safety of this oil for human consumption. It is crucial
not only to confirm its safety but also to identify and iso-
late the active compounds that hold potential therapeutic
value, which might serve as promising components for
novel pharmaceutical formulations.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Juniperus oxycedrus is prevalent in the arid and semi-arid regions of the Mediterranean and
Received: 04 June 2024 Near East and, is traditionally employed for both culinary and medicinal applications. This
Revised: 07 June 2024 research evaluates the potential health benefits of ethyl acetate (EAJO) and n-butanol (NBJO)
Accepted: 18 June 2024 fractions derived from leaves. Quantitative analysis revealed enhanced concentrations of
Published online 01 August 2024 phenolic and flavonoid compounds in the EAJO fraction at 252.56 + 3.91 mg GAL/g DW and

47.70 + 2.21 mg QE/g DW, respectively. UPLC-ESI-MS/MS identified a rich array of twelve
phenolic acids and [lavonoids, with rutin and chrysin identified as the predominant compounds
in both fractions. Comprehensive antioxidant assessments through seven distinct assays
demonstrated strong propertics, with most activitics displaying an ICso values under 30 pg/mL.
Additionally, in vifro anti-inflammatory activity showed that the EAJO and NBJO fractions
eflectively inhibited albumin denaturation at different concentrations, indicating a moderate
effect compared to the standard drug diclofenac sodium. EAJO fraction surpassed NBJO in
inhibiting key cnzymes associated with Alzheimer’s discase, diabetes, hyperpigmentation,
dermatological disorders, and sclect bacterial infections, evidenced by ICsy values for
acetylcholinesterase, alpha-amylase, tyrosinase, and urease with ICso values of 14.60 + 0.98
pg/mL, 639.48 + 7.43 pg/mL, 206.44 + 18.48 pg/mL, and 245.77 + 3.75 pg/mL, respectively.
Both fractions also displayed promising photoprotective propertics, with SPT ratings of 31.71 =
0.31 for NBJO and 22.62 + 1.52 for EAJO. This study highlights the significant potential of
Juniperus oxycedrus in the development of pharmaceutical, cosmetic, and nutritional products,
underlining its substantial bioactive profile with antioxidant, anti-inflammatory, anti-enzymatic,
and photoprotective capabilitics.

Copyright: © 2024 Ahmida er al. This is an open-
access article distributed under the terms of the
Creative  Commons Attribution License, which
permits  unrestricted use,  distribution, and
reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

Keywords: Juniperus oxycedrus, flavonoids, acetylcholinesterase, alpha-amylase, tyrosinase,
urease.

Introduction

In our current era, a surge of interest in the human health sector has
been noticeably discernible among researchers investigating natural
pharmacological agents, particularly those exhibiting minimal adverse
impacts on human physiological functions.’

Concurrently, the demand [or herbal cosmetics used in sunscreens has
experienced rapid growth. This demand stems from the desire to
provide enhanced protection against Ultraviolet (UV) radiation, which
can potentially cause significant damage and contribute to the
development of various skin diseases. This rising interest arises partly
from the awareness of the toxicity associated with the overuse of

Historically, people across the globe have exploited the
healing powers of wild plants as a practice documented in traditional
recipes from ancient Greek, African, American, European, and Asian
cultures.' As the World Health Organization outlines, traditional
medicine involves a wide range of practices, knowledge, and belief
systems focused on employing plant, animal, and mineral-based
spiritual therapies. These techniques are exclusively applied to prevent
and treat various diseases and illnesses.”

*Corresponding author. I mail: mahieddine@yahoo.com synthetic drugs, which have been linked to various discases, including
Tel: 213 556 31 8845 cancer. > This consciousness has directed rescarch and consumer

. . demand towards saler products devoid of artificial additives, focusing

Citation: Ahmida M, Zadam MH, Boumendjel A, Messarah M, Zaafour on natural antioxidants.® The therapeutic potential of plants has

M, Dendougui H, Bensouici C, Boumendjel M. UPLC-MS/MS Analysis
and Evaluation of the Photoprotective, Antioxidant, Anti-Inflammatory
and Anti-Enzymatic Properties of Ethyl Acetate and n-Butanol Fractions
from Algerian Juniperus oxycedrus L. Leaves. Trop J Nat Prod Res. 2024;
8(7): 7639-7649 https://doi.org/10.26538/tinpr/v8i7.3

increasingly gained significant attention duc to their antioxidant
properties, chelate catalytic metals, and act as oxygen scavengers.
Consequently, plants are viewed as a valuable resource in mitigating
oxidative damage caused by free radicals.>” This aspect is particularly
significant given that oxidative stress plays a pivotal role in the
Official Journal of Natural Product Research Group, Faculty of Pharmacy, Imtiation and. Progression, of DIIETous discases suL-‘h as
University of Benin, Benin City, Nigeria neurodegenerative disorders, xglﬂammalory diseases, cancer, diabetes
mellitus, and skin discases,™ which mainly develop from the
overproduction of reactive oxygen species (ROS) within the human
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body and the insufficient effectiveness of endogenous antioxidant
mechanisms. This imbalance disrupts cellular homeostasis, damagin%
essential biological molecules such as DNA, proteins, and lipids.
Extensive research has focused on identifying additional antioxidants
derived from natural sources, especially polyphenols and flavonoids.””
" These compounds identified as secondary plant metabolites, are
extensively found in a diverse range of plant materials.>*” Juniperus, a
genus in the Cupressaceae family, consists of about 75 species
widespread throughout the Northern Hemisphere and especially along
the Mediterranean coasts, including Algeria, Morocco, Tunisia,
France, Italy and Turkey."'® The Algerian flora is characterized by
the presence of five distinct species of Juniperus; among these,
Juniperus oxycedrus 1.., commonly known as "Tagga" in Algeria,
which is a small shrub growing wild on semi-arid slopes and hills.'®
This plant 1s extensively used in traditional medicine. In Turkey,
juniper tar, leaves, and fruits are famous for treating wounds, stomach
and abdominal pain, gynaecological conditions, haemorrhoids, colds,
coughs, bronchitis, fungal infections and kidney stones.'*"
Additionally, J. oxycedrus fruit and leaf infusions are consumed
internally, and its pounded fruits are used to manage diabetes.'”
Furthermore, an oil known as Cade oil, derived from the destructive
distillation of the branches and wood of Juniperus oxycedrus, has been
used for centuries to treat skin conditions in humans and animals,
including psoriasis, eczema, inflamed wounds, hair issues like
dandruff.'® In various studies, Juniperus oxycedrus has been reported
to exhibit a range of biological activities. These include essentially
antioxidant,'*!**! antiviral anti-inflammatory and
zmlinov;iceptivc:,15'21 antidiabetic,”**" anti-cancer,” anti-proliferativel9
and neurodegenerative.*®

The present study provides a comprehensive phytochemical and
biological assessment of Juniperus oxycedrus L. leaf fractions,
particularly emphasizing the use of ethyl acetate and n-butanol
extracts. This marks the first time these extracts have been employed
using advanced 1.C-ESI-MS/MS techniques for detailed analysis, and
it is also the first application of these extracts for exploring
antioxidant, anti-inflammatory, anti-enzymatic, and Sun protection
factor (SPF) properties.

The methods chosen, including I.C-ESI-MS/MS for compound
identification and various bioassays for testing antioxidant and anti-
inflammatory effects, are particularly suited to this study's objectives.
These techniques allow for precise measurements of compound
activity and interactions, essential for establishing a scientific basis for
traditional uses and developing potential therapeutic applications.

This investigation explores the specific bioactive compounds of J.
oxycedrus, uncovering novel antioxidant, anti-inflammatory, and
photoprotective properties, and evaluates their in vitro eflicacy against
protein denaturation. Moreover, it examines the enzymatic mhibitory
properties related to chronic diseases such as diabetes and
neurodegenerative disorders, offering a new dimension to our
understanding of this plant's capabilities. This approach not only
confirms the known benefits of J. oxycedrus but also identifies
potential therapeutic applications that set a precedent for future
pharmacological explorations within the genus.

Materials and Methods

Chemicals

The chemical products and reagents used in our experiments
encompassed various antioxidants, assay reagents, and solvents, all of
analytical grade, which were procured from two main suppliers:
Sigma-Aldrich (Germany) and Biochem Chemopharma. From Sigma-
Aldrich, we obtained a range of key reagents including Folin-
Ciocalteu’s reagent, antioxidants such as butylated hydroxylanisole
and butylated hydroxytoluene, compounds like galantamine, kojic
acid, and thiourea, as well as biological enzymes like
Acetylcholinesterase from electric eel and others including alpha
amylase from Aspergillus oryzae, tyrosinase from mushroom, and
urease from Canavalia ensiformis. Other significant chemicals from
Sigma-Aldrich included various assay reagents like DPPH, ABTS, and
compounds for chelation and reduction reactions such as neocuproine
and potassium ferricyanide. From Biochem Chemopharma, we
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sourced essential chemicals including acetylthiocholine iodide,
sodium carbonate, aluminum nitrate, several metal chlorides (iron (IIT)
chloride, iron (II) chloride, copper (II) chloride), and other vital
laboratory chemicals like potassium persulfate, potassium acetate,
ammonium acetate, phosphate buffer, silver nitrate, trisodium citrate,
and bovine serum albumin (BSA). The equipment used were
rotavapor (BUCHI R-210), a 96-well microplate reader (Multimode
Plate Reader, EnSpire, PerkinElmer, Waltham (US) United States of
America and an UPLC-ESI-MS-MS  Shimadzu 8040 Ultra-High
sensitivity with UFMS technology was employed and equipped with
binary bump Nexera XR LC-20AD.

Plant material

The aerial parts of .J. oxycedrus subsp. oxycedrus were harvested in
March 2019 from the Abdelaziz municipality, located in the Tijel
province (36°50'45.7"N 6°01'45.4"E, Algeria). A voucher specimen
was deposited at the herbarium of the faculty under the number
(INP/01/2020). The collected plant specimens were air-dried in a
shaded area. Subsequently, the leaves were separated from the stems
and ground into a fine powder.

Extraction

‘The dried aerial parts of J. oxycedrus (25g) were subjected to thrice
maceration using 200 mL of a hydro-alcoholic solution (80 %
methanol, 20 % distilled water) at ambient temperature. This process
was conducted in the dark with constant shaking for 48 hours. The
resulting solutions were filtered through Whatman filter paper No. 1,
followed by solvent removal under pressure in a rotary evaporator.
After filtration, the remaining aqueous phase underwent successive
extraction with solvents of increasing polarity: 100 ml. of petroleum
ether (repeated twice), 100 mL of dichloromethane (twice), 100 mL of
ethyl acetate (twice), and 100 mL of n-butanol (twice). These solvents
were then removed using a rotary evaporator (BUCHI R-210) at (40
°C). The resulting concentrated fractions were stored dry at -20 °C in
smoked glass vials until analysed. This paper focuses on two of these
fractions: ethyl acetate and n-butanol.

Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Mass Spectrometry
analysis LC-ESI-MS/MS

The analysis of various phytochemicals in the n-butanol and ethyl
acetate fractions of J oxycedrus subsp. oxycedrus leaves were
conducted using a Shimadzu 8040 UPLC-ESI-MS-MS, featuring
Ultra-high sensitivity with (UFMS) technology, equipped with a
Nexera XR LC-20AD binary pump. Chromatographic separation was
achieved using an Ultra-force C18 column (150 mm x 4.6 mm, 3 pm
particle size; Restek). The separation process utilised a mobile phase
A of water with 0.1% formic acid and methanol for mobile phase B,
following a specific gradient elution schedule: 80% A for 0-1 minute,
transitioning to 20% A over 1-30 minutes, then to 0% A for the next
10 minutes, maintained at 0% A for 40-45 minutes, and finally
returning to 80% A for the last 15 minutes. The flow rate was
maintained at 0.3 mL/min, with an injection volume of 10 pL, and the
column temperature was set at 40°C. ESI conditions for the I.C-MS-
MS included a CID gas pressure of 230 KPs, a conversion dynode at
—6.00 Ky, interface temperature at 350 °C, DL temperature at 250 °C,
nebulising gas flow at 3.00 L/min, heat block at 400 °C, and a drying
gas flow at 15.00 I/min. An ion trap mass spectrometer was employed
in both negative and positive ion modes, utilising Multiple Reaction
Monitoring (MRM).

Determination of bioactive compounds in J. oxycedrus leaves.
Determination of total phenolic content (TPC)

The total phenolic content in the ethyl acetate fraction was assessed
spectrophotometrically, following the Folin-Ciocalteu method detailed
by Singleton and Rossi > with slight modifications. In this procedure,
20 pL of the plant extract was mixed with 100 pL of Folin- Ciocalteu
reagent (diluted 1:10 with distilled water) and 75 pL of sodium
carbonate solution (7.5%) in a 96-well microplate. After incubation
for 120 minutes at room temperature in the dark, the absorbance was
measured at 765 nm using a Multimode Plate Reader, EnSpire,
PerkinElmer, Waltham (US). A blank was prepared similarly,
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substituting the extract with methanol. The phenolic content was
determined using a standard curve generated with gallic acid
(equation: y = 0.0034x + 0.1044; R? = 0.997). The results were
expressed as micrograms of gallic acid equivalent per milligram of
extract (ug GAE/mg).

Determination of total flavonoid content (1FC)

Total flavonoid content was determined using the aluminium chloride
colourimetric assay described by Topeu et al.** Specifically, 50 pL of
the extract (I mg/mL) was combined with 130 pL of methanol, 10 pL
of 1 M potassium acetate, and 10 pL of 10% aluminum nitrate in a 96-
well microplate. After allowing the mixture to incubate at room
temperature for 40 minutes. The absorbance was observed at 415nm.
The flavonoid concentration was quantified by referencing a standard
calibration curve of quercetin (equation: y = 0.0048x; R? = 0,9994),
and the results were reported as micrograms of quercetin equivalent
per milligram of extract (ug QE/mg).

Determination of the in vitro Antioxidant activity

DPPI free radical scavenging activity

The antioxidant potential of the fractions from .Joxycedrus leaves was
assessed using the DPPH (2, 2—diphenyl—l—picrylhydrazyl) free radical
based on the protocol established by **_In this assay, 40 uL of each
extract, with concentrations ranging for ethyl acetate from 0.78125 to
50 pg/ml. and for n-butanol from 3.125 to 200 pg/ml., combined with
160 pL of a pre-prepared DPPH solution (0.1 mM in methanol) in a
96-well microplate. The reaction mixtures were incubated in the dark
at room temperature for 30 minutes. Following incubation, the
absorbance was measured at 517 nm using a Multimode Plate Reader,
EnSpire,  PerkinElmer, ~Waltham (US). BHT  (Butylated
Hydroxytoluene) and BHA (Butylated Hydroxyanisole) were
employed as antioxidant standards. The findings regarding the
concentration required for 50% inhibition (ICsp) expressed in pg/mL
were quantified.

ABTS scavenging activity

The scavenging activity against ABTS" radical was assessed using the
ABTS radical cation decolourisation test, according to the method
described by Re el al*® Initially, the ABTS™ radical cation was
formed by mixing 7 mM ABTS solution with 2.45 mM potassium
persulfate (K>S,05s) and allowing the reaction to occur in the dark at
room temperature for 16 hours. This resulting ABTS™ solution was
then diluted with distilled water to reach an absorbance of 0.7 at 734
nm. In a 96-well microplate, 160 uL of the diluted ABTS™ solution
was combined with 40 pL of each extract prepared in methanol at
varying concentrations ranging [rom 1.5625 to 100 pg/mL. The
mixtures were incubated at room temperature for 10 minutes, and
absorbance was subsequently measured at 734 nm. Standards such as
BHT and BHA were used as antioxidant. The percentage of inhibition
(1%) was calculated for each concentration, with results expressed as
ICso values, representing the concentration needed to inhibit 50% of
the ABTS ™ radicals.

Reducing power assay

The reducing potential of the Juniperus oxycedrus fractions was
assessed, employing the method described by Oyaizu e al.*' In this
assay, 10 pL of each extract at varying concentrations from 12.5 to
800 mg/mL, was combined with 40 pL of phosphate buffer (200 mM,
pH 6.6) and 50 pL of 1% potassium ferricyanide (Ks[Fe(CN)g]). The
mixture was incubated at 50°C for 20 minutes. Following incubation,
50 pL of 10% trichloroacetic acid, 40 uL of distilled water, and 10 pL.
of 0.1% ferric chloride (FeClsy) solution were added. The absorbance
of the resulting solution was measured at 700 nm using a
spectrophotometer. The results were expressed as Agso. indicating the
concentration that achieves a 0.5 absorbance. Ascorbic acid served as
the reference standard.

Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)

The antioxidant capacity of the fractions in terms of cupric- reduction
was measured using the CUPRAC fest outlined by Apak et al.*> In
each well of a 96-well microplate, 40 pL of the extract at varying
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concentrations from 12.5 to 800 mg/mL, was combined with 50 pL of
10 mM copper (1) chloride (CuCly), 50 puL of 7.5 mM neocuproine
(C1aH12Nz), and 60 pL of 1 M ammonium acetate buffer (pH 7.0). The
mixture was allowed to incubate at room temperature for 1 hour. After
incubation, the absorbance was recorded at 450 nm using a
spectrophotometer. Butylated hydroxyanisole (BHA) and butylated
hydroxytoluene (BHT) served as antioxidant standards. The Ags
(ug/mL) results corresponded to the concentration indicating 0.50
absorbance.

Silver nanoparticle assay (SNP)

The reduction of Ag" to spherical silver nanoparticles (SNPs) was
according to the method developed by Ozyirek er al® The
preparation of the spherical silver nanoparticles (SNP) solution, 50 ml.
of 1 mM silver nitrate (AgNO;) was mixed with 5 mL of 1%
trisodium citrate. The trisodium citrate solution was gradually
introduced to the silver nitrate solution until a pale-yellow hue
developed, indicating the formation of SNPs. In a 96-well microplate,
20 pL of the extracts at varying concentrations from 12.5 to 800
mg/mL were combined with 130 pL of the SNP solution and 50 pL of
distilled water. The mixture was incubated at 25°C for 30 minutes.
After incubation, the absorbance measurements were taken at 423 nm,
and the results were expressed as Ags. Ascorbic acid served as the
reference standard.

Galvinoxyl free radicals scavenging assay (GOR)

As proceeded by Shi et al,*" the evaluation of the antioxidant activity
utilising the galvinoxyl method was rigorously conducted. Initially, 40
uL of the extracts, at concentrations ranging from 12.5 to 800 mg/mL,
were mixed with 160 pL of 0.1 mM galvinoxyl solution in methanol in
a 96-well microplate. The microplate was then incubated in the dark at
room temperature for 120 minutes. After the incubation period, the
absorbance was measured at 428 nm. Ascorbic acid served as the
standard in this study. The results were represented as ECso (ug/mL),
indicating the concentration at which 50% absorbance intensity was
observed.

Phenanthroline assay

Based on the phenanthroline method, the antioxidant activity was
evaluated following the protocol described by Szydtowska-Czerniak et
al*® with slight modifications. In a microplate, 10 pL of each extract
at concentrations ranging from 12.5 to 800 mg/ml. was combined with
50 pL of 0.2% ferric chloride (FeCls), 30 pL of 0.5% 1,10-
phenanthroline in methanol and 110 pL of methanol, making up a
final volume of 200 pL. The mixture was incubated in the dark at
30°C for 20 minutes. Aller incubation, the absorbance was measured
at 510 nm using a spectrophotometer. Data were expressed as Ag so,
representing the concentration corresponding to a 0.50 absorbance.
BHA and BHT were employed as reference antioxidant standards for
comparison.

Inhibition of albumin denaturation
The in vitro evaluation of the anti-inflammatory properties was
performed using the protein denaturation technique, according to the
detailed protocol by Karthik ef al.*® To perform the assay, 1 mL of
each extract was mixed with 1 mL of 0.2% Bovine Serum Albumin
(BSA) solution prepared in a 50 mM Tris-HCI buffer (pH 6.6). The
reaction mixture was incubated at 37°C for 15 minutes, followed by
heating at 72°C for 5 minutes. After cooling, spectrophotometric
turbidity measurements at 660 nm were carried out. Water was the
blank, while a standard drug (Diclofenac) was a reference. The
experiment was replicated three times. For the percentage of protein
denaturation inhibition, the following equation 1 was followed:
Inhibition denaturation %
_ [(Absorbance control ~Absorbance sample)] 4 00 1

Absorbance control

Anti-enzymatic activities

Evaluation of acetylcholinesterase (AchE) inhibitory activity

The fractions derived [rom the leaves ol Juniperus oxycedrus were
analysed to ascertain any potential inhibitory effects on AchL activity.
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This quantification was done using the method that Ellman et al.
determined.’” Different concentrations of the sample solution, from
12.5 to 800 mg/mL (10 pL), were mixed with 150 pL of sodium
phosphate buffer (100 mM, pH 8.0) and 20 uL of AChE solution in a
96-well microplate. The mixture was incubated at 25°C for 15
minutes. Following this, 10 pL of 0.5 mM dithio-bis(2-nitrobenzoic)
acid (DTNB) and 10 pL of acetylthiocholine iodide were added to
each well. Absorbance at 412 nm was measured using a Multimode
Plate Reader, EnSpire, PerkinElmer, Waltham (US, with results given
as [Csq values. Galantamine served as a reference standard.

Evaluation of a-amylase inhibitory activity

a-Amylase inhibitory activity was performed using the
iodine/potassium iodide (IKI) method of Zengin et al.** In each well
of a 96-well microplate, 25 pL of the sample at varying concentrations
(12.5 to 800 mg/ml) was combined with amylase in 1 unit of sodium
phosphate buffer (pH 6.9 containing 6 mM NaCl). The mixture was
incubated at 37°C for 10 minutes before initiating the reaction by
adding 50 pL of a 1% starch solution. Concurrently, a control was
prepared, excluding the enzyme solution. After a further 20 minutes of
incubation at 37°C, the reaction was stopped by adding 25 pI. of 1 M
hydrochloric acid and 100 pl. of an iodine-potassium iodide solution.
The absorbance was measured at 630 nm, and the results were given
as ICso value.

Evaluation of tyrosinase inhibition ability

The tyrosinase inhibition activity was measured using the method
described by Deveci ef al” Samples of 10 pL of extracts at
concentrations ranging from 12.5 to 800 mg/ml. were placed in a 96-
well microplate. To each well, 150 pL of 100 mM sodium phosphate
buffer (pH 6.8) and 20 pL of tyrosinase enzyme solution (150
units/mL) were added. After a 10-minute incubation at room
temperature, 20 pL. of 5 mM L-DOPA was introduced to initiate the
reaction. The microplate was then incubated at 37°C for another 10
minutes. Absorbance was measured at 475 nm using a Multimode
Plate Reader, EnSpire, PerkinElmer, Kojic acid was used as a
standard. The absorbance was measured at 475 nm, and the results
were given as [Csg value.

Evaluation of urease inhibitory activity

The urease inhibitory capability was assessed by measuring ammonia
production utilising the indophenol method described by Taha et al.*®
The process involved combining 25 pL of urease, 10 pL of the test
sample at concentrations ranging from 12.5 to 800 mg/mL, and 50 pL
of a 17 mM solution of urea in each well of a 96-well plate. This setup
was incubated at 30°C for 15 minutes. Following this, 45 pL of a
phenol solution (8% w/v phenol with 0.1% w/v sodium nitroprusside)
and 70 pL of an alkaline mixture (2.85% NaOH and 4.7% sodium
hypochlorite) were added. The reaction's absorbance was then read at
630 nm after an additional 50 minutes using a microplate reader.
Thiourea was employed as a reference inhibitor, and the effectiveness
of the inhibition was quantified in terms of the ICso value.

Photoprotective activity (SPF)
The ethyl acetate and n-butanol fractions were solubilised in ethanol to
achieve a concentration of 2 mg/mL (2000 ppm) and then spectrally
analyzed across a wavelength range of 290 to 320 nm with 5 nm
intervals. The sun protection efficacy was assessed through the in vitro
determination of the Sun Protection Factor (SPF), utilizing the formula
proposed by Mansur ef al."" for SPF calculations. The absorbance of
each sample was measured thrice, as shown in the referenced equation
z P e 320

SPE pectrophotometry = CF X 350 EE(A)x I(2)x Abs () 12]
Where; EE: erythemal effect spectrum, I: solar intensity spectrum,
Abs: absorbance of sunscreen product, CF: correction factor (= 10).
The product E(A)x I(}) is constant.

Statistical analysis

Results are reported as Mean + SD of three replicates; the ICs and
Aqso values were calculated by linear regression analysis. All data
were analysed using SPSS version 25. Depending on the normality of
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the results determined by the Shapiro-Wilk test, a one-way ANOVA
with a Tukey's post hoc analysis or Kruskal-Wallis non-parametric test
was carried out. Statistical difference was set at p < 0.05.

Results and Discussion

Exploring the bioactive contents and in vitro antioxidant activity of
ethyl acetate and n-butanol fractions

Total bioactive content

Polyphenols, widely prevalent as secondary metabolites in plants, are
the primary source of natural antioxidants. Due to their hydroxyl
groups, they can effectively neutralise free radicals. These primary
antioxidants, including phenolic acids, flavonoids, tannins, stilbenes
and coumarins, among others, have been shown to offer several
therapeutic properties that diminish the risk of cancer and diabetes,
demonstrating  antibacterial, antiviral, anti-inflammatory, and anti-
allergenic properties.”” The quantification of total phenolic and
flavonoids in ethyl acetate (1EAJO) and n-butanol (NBJO) fractions
derived from the hydro-methanolic extract of the J.oxycedrus leaves is
shown in Table 1. Considering the obtained findings, the EAJO
{raction exhibited a superior polyphenolic concentration (252.5643.91
ng GAE/mg dw) compared to the NBJO fraction (119.14+3.39 pg
GAL/mg dw). Concurrently, the flavonoid content was notably higher
in the EAJO fraction (47.7042.20 pg QE/mg dw), followed by NBJO
(31.14+2.50pg QE/mg dw).

In the literature, a range of results has been documented on the
bioactive content in the aerial parts of various extracts from
J.oxycedrus. However, studics specifically concerning cthyl acctate
and n-butanol fractions were scarcely reported. According to previous
studies, Chaouche e al® reported a polyphenols content of
133.08+4.1 mg GAL/g DW in the hydro-methanolic extract of the
needle from the Joxycedrus collected in Tlemeen, Algeria, which was
lower than the TPC content found in our EAJO fraction. Similarly, the
ethanolic extract of the aerial parts of the J.oxycedrus from Batna,
Algeria, exhibited a lower flavonoid content of 23.11+3.22 pug
QE/mg,"" which was also lower than the level we obtained. In
contrast, Ben Mrid et al® reported notably higher phenolic
(292.52+11 mg GAL/g) and flavonoid contents (54.58 + 2.98 mg
QL/g) in the methanolic extract from Moroccan J.oxycedrus species.
Similarly, Djellouli et al.*' reported a high flavonoid content of
90.56+2.23 mg QE/g dw in the methanolic extract from Joxycedrus
leaves collected from Mascara, Algeria, which is significantly higher
than our findings. The differences between these results may be
attributed either to the extraction method, the geographical
environments, or the plant development stage.**

Table 1: Total bioactive content of the ethyl acetate and n-
butanol fractions of Juniperus oxycedrus leaves

Total bioactive content

Fractions Phenolic content (pg Flavonoid content (pg
GAE/mg) QE/mg)

EAJO 252.56+3.91 47.70 +£2.20

NBJO 119.14 + 3.39 31.1442.50

Results are expressed as means | standard deviation of triplicate.
EAJO: ethyl acetate [raction from Juniperus oxycedrus leaves; NBJO:
n-butanol fraction from Juniperus oxycedrus leaves.

Identification of the phenolic compounds by UPLC LC-MS/MS

In light of the considerable antioxidant capacities and the significant
{lavonoids/phenolic contents, the EAJO and NBJO fractions were
selected to identify and characterize their main compounds. To our
knowledge, this study is the first to employ LC-MS/MS for analyzing
the secondary metabolites in these specific fractions derived from the
Juniperus oxycedrus leaves. The UPLC-MS/MS analysis, as presented
in Table 2, indicated that the EAJO and NBJO fractions from the plant
leaves were almost similar. Nevertheless, there were notable
differences in the presence and quantities of certain components.
Overall, the analysis revealed the presence of eleven distinet
compounds in the EAJO and ten compounds in the NBJO; most of
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these compounds are classified as flavonoid and phenolic acid classes.
Specifically, the analysis revealed the presence of two phenolic acids
(salicylic acid and ferulic acid), five flavonoids (chrysin, quercetin,
rutin, naringenin and hespertin), one carotenoid (beta carotene), one
vitamin (folic acid), one coumarin (hydroxycoumarin) and one
stilbenoid (viniferin).

The analysis demonstrated variations in the total area percentage of
the identified compounds across different fractions derived from J.
oxycedrus. Rutin was detected as the major flavonoid component in
both EAJO and NBJO fractions, with 86.78 and 88.14 % area
percentages, respectively. These findings were followed by the
presence of chrysin, narangenin and quercetin. In the EAJO fraction,
ferulic acid was the main phenolic acid, representing 1.14% of the
total area. In contrast, the NBJO fraction had a minimal presence of
salicylic acid, with an area percentage of 0.01%. Regarding chrysin,
quercetin, rutin, naringenin, hespertin, beta carotene, folic acid and
viniferin were detected in both fractions. On the other hand, ferulic
acid was only found in EAJO, whereas traces of hydroxycoumarin and
salicylic acid were exclusively found in the NBJO fraction (Table 2).
Only a limited number of studies have analysed the chemical
composition of the Juniperus genus, with even fewer focusing on
Joxycedrus. Notably, a recent investigation by Meringolo et al."
demonstrated that (—)-epicatechin, rutin and quercetin-3-O-glucoside
were the major identified constituents in the polar fractions of the
aerial part of the J. oxycedrus collected in Ttaly. In a previous study,
Yaglioglu et al.*® demonstrated that rutin and catechin were identified
as the most abundant phenolic compounds in the methanolic extract of
J. oxycedrus collected in Turkey. Furthermore, a recent study revealed
that chlorogenic acid, naringin and rutin were the most identified
compounds detected in the methanolic extract of .Joxycedrus leaves
from Algeria.”! On the other hand, salicylic acid, hesperidin, rutin and
naringenin were reported as the most abundant compounds in the
methanolic extract obtained from the Moroccan J.oxycedrus species.*
The comparison of the phenolic compounds profile of EAJO and
NBJO leaf fractions from Joxycedrus in our study with those
identified in the aerial parts of the same species in earlier research
highlighted variations in the compounds detected. Indeed, rutin,
naringenin and hesperitin have been previously reported in
Joxycedrus extracts. "7 However, catechin, caffeic acid,
chlorogenic acid and gallic acid, commonly detected in the above
research,'”* were not found in our study. In contrast, chrysin and
ferulic acid detected in this study were scarcely mentioned and were
first reported in J. oxycedrus aqueous extract from Algeria by Mehatp
et al.” Concerning quercetin, beta-carotene, viniferin, and folic acid,
these compounds were detected for the first time in our study, albeit in
low concentrations. Our chemical composition results of J. oxycedrus
did not completely align with the existing literature data on the same
species. This difference may stem from variations in the plant species
examined, the selection and the types of standard compounds used in
our analysis. Further exploration using a broader range of standard
compounds in future research could potentially provide a more
comprehensive understanding of the chemical profile of J. oxycedrus
subsp. oxycedrus.

Antioxidant activities

The antioxidant activity of plant extracts is commonly assessed
through various in vitro methods. These methods primarily assess the
capacity of the extracts to neutralise stable free radicals effectively.
Since there 1s no singular method universally and precisely
recommended to provide the antioxidant potential of plant extracts °,
our study employed several complementary in vitro tests to investigate
the antioxidant activity of the EAJO and NBJO fractions, such as
free-radical scavenging with DPPH, ABTS and GOR, as well as
reducing abilities with CUPRAC, phenanthroline and reducing power
assays, in addition to the silver nanoparticle (SNP). The findings of
the antioxidant activities are presented in Table 3, expressed in terms
of ICsp and Ags, compared to antioxidant standards (BHT, BHA, and
ascorbic acid). In this study, the leaf fractions from J. oxycedrus
exhibited moderate antiradical activity in the DPPH assay. The EAJO
[raction was the most potent, with an ICso value of 30.3640.20 pg/mL,
while the NBJO fraction followed with an ICso value of 73.55+0.67
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pg/ml.. However, both EAJO and NBJO fractions show no significant
difference compared to the standards BHT and BHA in the DPPH
assay, which have ICsp values of 6.14+041pg/ml. and
12.9910.41ug/mL, respectively. This DPPH scavenging activity
agreed with the findings of Meringolo et al."” and Djellouli ef al.*' but
contrasted with those reported by Chaouche ez al.*

‘The radical scavenging activity was also evaluated using the ABTS
assays. The ABTS assay results revealed that the EAJO fraction
exhibited greater antiradical activity, followed by the NBJO fraction,
with an ICsg value of 1.57+0.09 pg/ml. This value was lower than that
of the standard antioxidant BHT, which was 1.14 £0.11 pg/ml,
demonstrating the potent capacity of the EAJO fraction to neutralise
ABTS free radicals. The ICsg value of the NBJO fraction was found to
be 1.83+0.01 pg/ml, which is relatively close to the ICso values of
BHT and BHA 1.7540.20 and 1.14+0.11 pg/ml, respectively.
Moreover, this significant antioxidant activity is in harmony with
previous research that found the methanolic extract of Joxycedrus
needles to have the ability to quench ABTS™ with an ICsg of 0.12+0.00
mg/ml.“ In contrast, Meringolo ef al., ¥ Jemli et_aLZO and Chaouche er
al® reported an ABTS activities of 9.3+1.3 pg/ml, 19.80 + 0.55
pg/ml and 90.16 + 4.2 pg/ml, respectively, which are less effective
compared to our findings. In the reducing power assay, both EAJO
and NBJO fractions demonstrated noteworthy antioxidant activity.
Compared to the Ascorbic acid standard, which had an Ag s value of
6.7311.15 pg/ml., the EAJO extract exhibited a considerable reducing
power with an Ag s value of 12.67+0.5 pg/ml.. Conversely, the NBJO
extract exhibited a weak antioxidant capacity with an Ags value of
23.4410.57 pug/ml.

In the same context, Jemli ef al.*® reported that the aqueous extract of
the Moroccan .J. oxycedrus leaves also exhibited a considerable
reducing power of ICso of 24.23+0.07 pg/ml. In comparison to our
findings, Meringolo ef al., 19 Ben Mrid ef al."* and Chaouche et al."®
reported an ICso of 99.543.7 pg/ml, 139.1412.77 mg/ml and 290+18.3
ug/ml, respectively, this value indicated lower antioxidant activities
than those observed in our study. The variation in extraction
procedures could explain the differences. Specifically, using more
polar solvents in the extraction process may lead to the higher
antioxidant activity observed, as these solvents are known to extract a
greater amount of total phenolic content (TPC), which is closely
linked to antioxidant efficacy.”"®

Regarding the GOR assay, The EAJO was more active than the NBJO,
with ICsp values of 7.1040.64 pg/ml and 20.80+1.21 pg/ml,
respectively. The ICso value of the EAJO [raction was notably close to
that of the BHA, which was 5.3810.06 pg/ml, indicating a competitive
scavenging ability. Although the activity of the NBJO fraction was
higher, indicating lower potency than the Ascorbic acid, with an ICso
value of 6.73+0.29 pg/ml, it still demonstrated a potent free radical
scavenging activity. In the CUPRAC assay, EAJO demonstrated the
most potent activity with an Ags value of 9.58+0.72 pg/ml., which
was notably close to the Ags values of the established antioxidant
standards BHT and BHA, possessing an Ags of 5.35+0.71 and
8.9713.94 pg/mL, respectively. In contrast, the NBJO fraction
presented an Ags value of 20.8011.21 pg/ml, indicating
comparatively weaker antioxidant capacity. The assessment of metal
iron reduction was carried out using the phenanthroline assay. As
detailed in Table 3, the highest antioxidant activity was recorded in the
NBJO fraction, with an ICso of 2.09+0.57 pg/mL, followed by the
EAJO fraction, with an ICsq of 2.77+0.28 pg/mL. Furthermore, NBJO
showed a superior antioxidant capacity compared to the BHA
standard, with an ICsp of 2.12+0.04 pg/ml. In the silver nanoparticle
assay, EAJO was more efficient than the NBJO fraction, with an Ags
value of 16.11+ 1.18 pg/ml, followed by the NBJO with an A5 value
of 220.00+3.54 ng/ml, demonstrating a lower concentration compared
to the Ascorbic acid standard with an Ags 7.14+0.05 pg/ml. The GOR,
CUPRAC, phenanthroline and silver nanoparticle assay results are
obtained for the first time with the Algerian J. oxycedrus species; no
study has been carried out before.

In the aforementioned results, EAJO demonstrated superior
antioxidant properties compared to the NBJO fraction. This enhanced
aclivity may be attributed to their phenolic and lavonoid composition
and quantity differences. The variety of bioactive compounds in plant
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extracts, known for their antioxidant and biological benefits, play a
crucial role in determining their effectiveness. These compounds
contribute significantly to the overall antioxidant capacity of the
fractions. These include rutin, as reported by Sharma et al."”*® Tn
addition to chrysin, naringenin, ferulic acid and quercetin, as
mentioned in recent studies.” ' These compounds were detected and
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identified through .C-ESI-MS/MS analysis, as outlined in Table 2.
Additionally, the synergistic effect of these bioactive molecules, along
with the sensitivity and specific mechanisms of action of the reagents
used in the study, might also play a significant role in the observed
differences in antioxidant efficacy between the two fractions.

Table 2: Phenolic profile determined by LC-MS-MS of EAJO and NBJO fractions of Juniperus oxycedrus leaves

Compound Molecular formula Rt Time. EAJO Arca %. EAJO Rt Time. NBJO Area %. NBJO
Salysile Acid C7HO5 No peak 1s detected 0 10.759 0.011826
Ferulic Acid Cyo00: 10.797 1.148471 No peak 0

Chrysin CysH00: 21.687 11.6941 21.668 11.31354
Quercetin Cy511100; 21.661 0.01145 22.676 0.018721
Viniferin Casl15,06 23.042 0.006167 24.489 0.001485
Chlorogenique acid C6His09 No peak is detected. 0 No peak 0
Beta Carotene CyoHse 32.165 0.183112 32.162 0.233544
Hepertin C16H1406 37.903 0.0075 39.044 0.004819
Folic Acid CioH;9N706 39.187 0.00305 37.583 0.002416
Rutin Ca7H30016 40376 86.78932 40379 88.1493
Iydroxy coumarin Coll05 No peak is detected. 0.00 46.045 0.000176
Naringenin Cys11120s 47397 0.156913 45.948 0.264179
*RT: Time retention
Table 3: Antioxidant activity of EAJO and NBJO fractions from Juniperus oxycedrus leaves.
DPPH ABTS cupRaC  Requeing A':"W“ SNP Phenanthroline GOR
1Cs(ng/ml) 1Cso(ng/ml.) Ao 50 (ng/ml) (pg;mljm 1Cso (ng/ml.) 1Cso(ng/ml) 1Cso(ug/ml.)
EAJO 30.36 1 0.20° 1.83 1 0.01° 9.58 10.72° 12.67 1 0.51° 16.11 1 1.18° 2.77 1 0.28" 7.10 1 0.64°
NBJO 73.55 1 0.67" 1.57 1 0.09™ 20.80 + 1.21° 23.44 1 0.57" 220.00 + 3.54" 2.09 +0.57° 9.84 +1.31°
BHT” 6.07 + 0.2 1.75+02° 535+0.71¢ NT NT 0.88 1 0.04" NT
BHA' 12,9 +0.24° 1.14+0.11% 8.97 +3.94° NT NT 2.1240.05° NT
AA* NT NT NT 6.73 +1.15¢ 7.14 £0.05¢ NT 6.73+0.29"

ICs0 and Ay so were calculated by linear regression analysis and expressed as Mean + SD (n=3). The values with different superscripts (a, b, ¢) in the
same columns differ significantly.). EAJO: cthyl acetate fraction; NBJO: n-butanol fraction; BIA: butylated hydroxyanisole; BHT: butylated
hydroxytoluene; AA: ascorbic acid; NT: not tested.

In vitro anti-inflammatory test

One of the fundamental characteristics of inflammation is protein
denaturation, in which proteins lose their tertiary and secondary
structure by applying external stress or compounds, such as ROS.
Denaturation of proteins often results in the loss of their biological
functions and the induction of the inflammatory reaction
dysfunctions that may manifest as rheumatic and inflammatory
disorders.” Traditionally, plants have been utilised for treating
inflammatory conditions, suggesting they could be reservoirs for novel
compounds benceficial in creating medications to alleviate or cure
inflammatory symptoms.*®

In our study, the anti-inflammatory potential of J. oxycedrus [ractions
was examined by assessing their effects on protein denaturation in
vitro. Regarding the results in Table 4, the cthyl acctate fraction
(EAJO) and the n-butanol fraction (NBJO) exhibited relatively weak
inhibition, with ICse values of 430.27+8.22 pg/mL and 586.12+11.38
pg/mL, respectively. As shown in Fig. 1, this performance was
notably less cffective than the standard anti-inflammatory drug
diclofenac, which exhibited a substantially lower ICso value of
61.87+0.49 pg/ml and a strong anti-inflammatory  effect.
Furthermore, at a 500 pg/mL concentration, EAJO and NBJO showed
moderate anti-inflammatory activity, inhibiting protein denaturation
by 52.59% and 43.01%, respectively. These values are significantly
lower than the 99.87% inhibition achieved by diclofenac under the
same conditions. Corroborating our findings, a study by Djellouli ef

al™ reported that both methanolic and aqueous extracts of J.
oxycedrus cxhibited in vifro anti-inflammatory activitics inferior to
diclofenac. Specifically, at a 500pg/mL concentration, their activities
ranged between 62.85% and 23.35%, respectively. Prior studies have
suggested that the anti-inflammatory properties of plant extracts may
be linked to their antioxidant capacitic.® In addition, compounds such
as rulig,sgucrcclin and chrysin are known for their anti-inflammatory
effect.™"
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Figure 1: In vitro anti-inflammatory activity of ethyl acetate
and n-butanol fractions derived from the Juniperus oxycedrus
lcaves. Values arc mean + SD (n = 3), compared to diclofenac.

Table 4: Effect of Juniperus oxycedrus leaves fractions on
albumin denaturation.

BSA denaturation inhibition

Fractions/standard 1Ca pg/mL
EAJO 430.27+8.22°
NBIO 586.12+11.38"
*Diclofenac 61.87+0.49°

1Csp values were calculated by linear regression analysis and
expressed as Mean | SD (n=3). The values with different superscripts
(a, b, ¢) in the same columns differ significantly. EAJO: Fthyl acetate
fraction; NBJO: N-butanol fraction; * Compounds used as standard
references.

Enzymatic activity

Alzheimer’s disease (AD), commonly known as dementia, represents a
critical issue in global public health, affecting around 10% of the
elderly population worldwide. Alzheimer's disease is associated with
impairments in central cholinergic neurotransmission, primarily due to
a depletion of the neurotransmitter acetylcholine, as noted by
Grossberg et al*® Acetylcholinesterase (Ach) is an enzyme
responsible for the hydrolysis of acetylcholine in neurons **.
Acetylcholine is vital for the nervous system, notably in memory
enhancement. By inhibiting the AChE, the acetylcholine levels in the
nervous system increase, hence extenuating the risk of brain-related
pathologies like Alzheimer's.”” Previous studies suggest that oxidative
stress may also contribute to the development of Alzheimer's disease
(AD).> Furthermore, inhibiting acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) have been identified as powerful
strategies for treating the symptoms of (AD).*®

The acetylcholinesterase inhibitory activity of the Joxycedrus leave
fractions was evaluated, and galantamine was served for comparison,
as seen in Table 5. The EAJO exhibited the most potent inhibitory
effect against AChE (ICso: 14.60+0.98ug/mL) followed by NBJO
(ICsp: 201.22+1.88 pg/mL). These results were compared to the
standard galantamine, which had recorded an ICsy of 6.27+1.15
pg/mL, where the ICso measured in EAJO is closer to the standard
reference. On the other hand, the available literature concerning the
AchE inhibitory effect of .Joxycedrus leaf fractions was scarce.
According to the existing data, the essential o1l derived from the aerial
parts of Joxycedrus collected in Laghouat, Algeria, exhibited an AchE
inhibitory activity of 65.88% at 200 pg/ml.* In the same line, Oztiirk
et al. © reported that the hexane extract from J.oxycedrus berries
growing in Turkey was the most effective extract against AChE
among the other six studied extracts, with an 81.40% inhibition at 200
pg/mL.* However, the ethanolic extract of the aerial parts of the .J.
oxycedrus badia collected in Portugal exhibited weak inhibition of
24.02 % at 200 pg/ml® Similarly, Orhan et al. reported that the
ethanolic extract derived from the Turkish Joxycedrus leaves
exhibited a moderate inhibition of 14.65% at 100 pg/ml., while the
aqueous extract had an inhibition of 39.17% at 200 pg/ml..*¢

From the aforementioned results, we may conclude that our ethyl
acetate fraction exhibited the most effective inhibitory activity against
AchE, suggesting that this inhibitory capacity may be linked to the
abundant phenolic compounds, especially flavonoids like chrysin,
rutin, quercetin and ferulic acid are recognized for their
neuroprotective properties and potential benefits in treating
neurodegenerative diseases.”***"** These compounds were present in
varying quantities in both fractions, with ferulic acid exclusively
found in the EAJO fraction. Ferulic acid is known for combating
oxidative stress and alleviating neurodegenerative diseases.”” This
could explain the higher effectiveness of EAJO over the NBJO
fraction. EAJO also exhibited a potent radical scavenging capacity,
highlighting its potential as a source of compounds that can diminish
oxidative stress, which is significant because oxidative stress is known
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to contribute to the onset and advancement of neurodegenerative
diseases. "

Diabetes  mellitus, primarily  characterized by  prolonged
hyperglycemia, is a metabolic disorder that often results from
impaired insulin production and function.®**' Inhibiting key enzymes
involved in carbohydrate metabolism is a pivotal therapeutic strategy
to manage hyperglycemia, particularly a-amylase and a-glucosidase.
These enzymes in the mouth and small intestine are crucial in
breaking down starch into simpler sugars.®’ Inhibiting a-amylase,
which catalyses the hydrolysis of starch, can prevent the breakdown of
starch and subsequent glucose absorption, leading to lower blood
glucose levels.® This mechanism is not only beneficial in controlling
diabetes but also valuable for treating obesity.” Consequently,
significant research efforts have been directed towards developing
effective a-amylase inhibitor.® %

As seen in Table 5, the ethyl acetate and n-butanol fractions of J.
oxycedrus exhibited significant antidiabetic activity, surpassing the
acarbose standard with an ICso value of 639.48+7.43ug/ml., 975.83
+15.95 pg/mL and 3650.93+10.70 pg/ml., respectively. According to
Oboh ef al.* quercetin and rutin inhibit a-amylase activity in a dose-
dependent manner, with rutin being more effective than quercetin.
This inhibition occurs through the formation of hydrogen bonds
between the hydroxyl groups in the flavonoids and the polar groups at
the enzyme's allosteric site near the catalytic site. This interaction is
believed to alter the enzyme's molecular structure and its hydrophilic
and hydrophobic characteristics, ultimately decreasing its activity.
Combinations of rutin and quercetin, especially a mix of 75% rutin
and 25% quercetin, show a synergistic effect, further enhancing a-
amylase inhibition.*®

Tyrosinase plays a crucial role in the early phase of melanogenesis,
the process responsible for melanin production. Melanin is the
pigment that determines the colouration of skin and hair. Nevertheless,
imbalances in melanin production can lead to conditions like
hyperpigmentation or vitiligo.”’

The current research exploring the eflects of different fractions from J.
oxycedrus focused on tyrosinase inhibition. As seen in Table 5, the
ethyl acetate fraction of J. oxycedrus showed weak tyrosinase
inhibitory activity, with an ICsy value of 206.44+18.48 pg/ml.. This
aclivity is noticeable but less potent than the standard kojic acid,
which has an ICso of 25.2310.78 pg/mL. Further supporting these
findings, Cheraif e al. * conducted a study that aligned with these
results. Their research revealed that the essential oil (EO) from .J.
oxycedrus leaves, particularly those grown in Algeria, also exhibited
limited tyrosinase inhibitory activity, measured at 36%." Tyrosinase
enzyme inhibition, crucial for managing hyperpigmentation, is
ellectively achieved by aromatic aldehydes, acids, {lavonoids, and
copper chelators, with rutin particularly noted for its strong anti-
pigment properties.”” However, despite its abundance in ethyl acetate
(NBJO) and n-butanol (NBJO) fractions, the overall tyrosinase
inhibitory activity is moderate in the EAJO and absent in the NBJO.
‘This could suggest that in this specific context, the efficacy of rutin is
influenced by factors such as the nature of its interaction within the
fraction, whether synergistic or antagonistic, rather than the
involvement of other bioactive molecules.”

Urease, a metalloenzyme found in diverse organisms like bacteria,
fungi, and plants, plays a key role in converting urea into ammonia
and carbamate, which subsequently decomposes into carbon dioxide
and a second ammonia molecule.

This reaction can significantly increase pH levels, impacting human
health and agriculture. Urease is notably involved in serious infections
in the gastric tract caused by pathogens such as Helicobacter pylori.”
Its inhibition is, therefore, pivotal in developing treatments for
conditions like ulcers and gastric cancer. Urease mhibitors, targeting
the enzyme's active site, show promise in treating infections and
mitigating urease's harmful effects on living organisms.***

With the aim of identifying urease inhibitors, as presented in Table 5,
the two fractions of J. oxycedrus were evaluated for their urease
inhibition effects in comparison to the standard compound, thiourea.
The tested EAJO fraction showed a weak urease inhibitory activity
with an ICso of 245.77 = 3.75ug/ml, followed by the NBJO fraction.
These results are obtained for the first time with the J. oxycedrus
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species; no study has been carried out before. A wide variety of urease
inhibitors have been identified in plants, including terpenoids,
polyphenols, and alkaloids. These compounds act by either competing
with urea, the substrate, or by chelating nickel, an essential co-factor
for the enzyme.® Among these inhibitors, rutin was the main
compound in the fractions tested and has demonstrated the ability to
inhibit urease, exhibiting an ICs, value of 97.8 pg/mL..%

Sun protection activity

Sunscreen used as a photoprotective agent for UV protection has
gained widespread popularity, primarily due to its capacity to absorb,
reflect, or scatter solar rays. The Sun Protection Factor (SPF) serves as
a key indicator of their effectiveness against sunburn, where higher
SPF values reflect superior effectiveness protection.”

Concurrently, prolonged exposure to UV radiation, particularly UV-B
(280-320 nm), is known to escalate the risk of skin diseases like
cancer and photo-allergic reactions. Recent research has turned
towards natural substances as viable sunscreen options, attributable to
their UV absorption and antioxidant properties. Notably, there exists a
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strong correlation between SPF values and the phenolic content in
plant extracts, as reported by Ebrahimzadeh ez al.” further endorsing
the efficacy of these natural compounds in sun protection applications.
In Table 6, the sun protection factor (SPF) values of various fractions
are presented. The NBJO fraction exhibited the highest SPF value at
31.71 + 0.31, followed by the EAJO fraction, which has an SPF of
22.62 + 1.52. The inhibitory activity observed may be attributed to the
photoprotective effects of compounds such as rutin, quercetin, chrysin,
ferulic acid, and beta-carotene. >

In the literature, the data about the photoprotective activity of
J.oxycedrus was unavailable. SPF classifications are categorized into
four levels: low (SPF 6-15), medium or moderate (SPF 15-30), high
(SPF 30-50), and very high (SPF > 50). Based on this classification,
the NBJO fraction falls into the high sunscreen activity category,
whereas the EAJO fraction is categorized as having moderate
sunscreen activity. Comparatively, methanolic extracts from J.
Phoenicia leaves showed moderate sunscreen activity with an SPF of
26.13 + 1.73, aligning closely with the findings of this study.™

Table 5: The enzyme inhibitory activities of EAJO and NBJO of the Juniperus oxycedrus leaves.

Samnles Anti —~AchE Anti-Alpha Amylase Anti-Tyrosinase Anti-Urease
Samples ICso (ng/mL) ICs (ng/mL) ICs (ng/mL) ICs (ng/mL)
EAJO 14.60 1 0.98° 639.48 + 743 20644 | 18.48° 245.77 +3.75°
NBJO 201.2211.88" 975.83 11595° NA >200"
Galantamine™® 6.2140.12° NT NT NT
Acarabose* NT 3650.93+10.70 * NT NT

Kojic Acid* NT NT 2523 +0.78" NT

Thiourea* NT NT NT 11.35:0.3

ICs0 and Ag 5o were calculated by linear regression analysis and expressed as Mean + SD (n=3). The values with different superscripts (a, b, ¢) in the
same columns differ significantly. EAJO: Ethyl acetate fraction; NBJO: N-butanol [raction; NT: not tested, NA: not activated, * Compounds used as
standard references.

Table 6: Sun protection factor calculation for the ethyl acetate fraction obtained from Juniperus oxycedrus leaves.

i (nm) EE x I (nm) EAJO NBJO Vichy*
Abs SPF Abs SPF Abs SPF

290 0.015 3.095 1 0.12 0.464 + 0.01 3.088 1 0.02 0.463 1 0.03 4457 1 0.02 0.668 1 0.00
295 0.0817 2.837 10.11 2318 1 0.09 3.156 1 0.02 2.580 1 0.02 4.464 1 0.02 3.647 1 0.01
300 0.2874 24851 0.16 7.142 1 0.46 3.161 1 0.04 9.084 1 0.11 4.409 1 0.03 12.67110.10
305 0.3278 2.193 +0.16 7.190 +0.53 3.187 +0.01 1045 +0.04 4.416 +0.03 14.47+0.11

310 0.1864 1.990 +0.14 3.709 +0.27 3.189 +0.05 5.945 +0.09 4.428 +0.04 8.25+0.08

315 0.0837 1.804 +0.13 1.510 £0.11 3.144+0.01 2.631+0.01 4.415 +0.02 3.704 +£0.01
320 0.018 1.589 +0.11 0.286 +0.02 3.084 +0.06 0.555+0.01 4.49 +0.05 0.808 +0.00
Total 1 22.62+1.52 31.71+ 031 4423 +0.35

The values are expressed as Mean + SD (n=3). * Reference compounds. EE: erythemal effect spectrum, I: solar intensity spectrum, Abs: absorbance of
sunscreen product.

Conclusion

The study highlights Juniperus oxycedrus, collected from lijel,
Algeria, as a promising natural source for treating diabetes and skin
disorders due to its a-amylase, photoprotective, and tyrosinase
inhibitory activities. The ethyl acetate and n-butanol leaf fractions are
rich in phenolic compounds, offering strong antioxidant and anti-
inflammatory properties. These findings support its use in traditional
medicine. Moreover, the study emphasises the importance of .J.
oxycedrus in  developing  pharmaceuticals for  combating
neurodegenerative disorders, owing to its potent anti-cholinesterase
activity. It is concluded that the bioactive compounds isolated from
the ethyl acetate fraction could offer significant therapeutic benefits,
particularly in  neurodegenerative and antidiabetic ~ diseases.
Additionally, the high eflicacy of the n-butanol fraction as
photoprotective agent suggests promising prospects for their

application in cosmetic products, particularly in sunscreens. Future
studies should focus on evaluating their suitability in cosmetic
formulations, enhancing their value for dermatological use. Further in
vivo investigations are required to confirm the safety and efficacy of
these compounds and to [ully explore their therapeutic potential. This
ongoing research will be important for understanding the full spectrum
of applications for J. oxycedrus in medical and pharmaceutical
contexts, potentially leading to new treatments for chronic conditions.
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